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Premessa 


«Contrariamente a ciò che pensavo un tempo, il pro- 
gresso scientifico non consiste semplicemente nell’os- 
servazione, nell’accumulo di dati sperimentali e nel lo- 
ro uso per formulare una teoria. È cominciato con l’in- 
venzione di un mondo possibile, o di un suo frammen- 
to, che venne quindi confrontato sperimentalmente con 
il mondo reale. Ed è stato questo dialogo costante fra 
l’immaginazione e la sperimentazione che ha permes- 
so la formazione di un concetto sempre più affinato 
di ciò che chiamiamo realtà.» 


Francois Jacob, The Statue Within, Basic Books, 1988. 
Trad. it.: La statua interiore, Il Saggiatore, 1990. 


Questo libro è una grande sintesi della scienza bio- 
chimica degli anni ’90 che incorpora il tradizionale 
metabolismo intermedio con le scoperte più recenti 
nei campi della genetica molecolare e della struttura 
delle macromolecole. 

Ci sono state nel passato altre grandi sintesi della 
scienza. Andrea Vesalio produsse il suo grande lavo- 
ro, De Humani Corporis Fabrica, un compendio di 
anatomia elaboratamente illustrato che pose le fon- 
damenta della moderna scienza medica. In tempi più 
recenti, negli anni ’70, Albert Lehninger produsse 
un testo classico di biochimica che riassumeva in mo- 
do eloquente il metabolismo e la bioenergetica. Seb- 
bene egli descrivesse anche la struttura e la funzione 
delle macromolecole insieme ad alcuni aspetti della 
biologia molecolare, queste descrizioni potevano sol- 
tanto indicare le grandi scoperte che sarebbero av- 
venute nel futuro. 

La messe di nuove idee e di nuovi esperimenti ver- 
so la fine degli anni ’70 e negli anni °80 — le tecniche 
del DNA ricombinante, la mutagenesi sito-specifica, 
il sequenziamento altamente meccanizzato del DNA, 
le spettacolari scoperte dall’ingegneria genetica e i 
nuovi metodi per visualizzare complesse strutture 
molecolari — tutti questi progressi richiedevano una 
presentazione moderna, esauriente e coerente dell’at- 
tuale scienza biochimica. Le nuove complessità rive- 
late dai recenti dati sperimentali hanno paradossal- 


mente reso la scienza più facile da comprendere. I 
nuovi dati hanno svelato nuovi principi organizzato- 
ri. I nuovi metodi di presentazione hanno reso possi- 
bile visualizzare in modo vivido la struttura tridi- 
mensionale di macromolecole complesse per mezzo 
del disegno artistico e della grafica al computer. Que- 
sti progressi sono presenti nel sistema di comunica- 
zione di questo libro. Gli autori iniziano ciascun ca- 
pitolo con succinte enunciazioni dei principi più im- 
portanti, seguite dalle idee e dalle prove sperimenta- 
li che li hanno generati. La presentazione delle for- 
mule chimiche di struttura, delle strutture macro- 
molecolari e gli schemi dei processi sono tutti incor- 
porati nel tessuto del testo, aiutando a rendere evi- 
denti le connessioni fra la struttura e la funzione. 
Le duemila illustrazioni, insieme alla chiarezza del 
testo, rendono questo libro un classico contempora- 
neo. 

La mioglobina, la prima proteina di cui è stata de- 
terminata la struttura, fornisce un caso storico illu- 
minante che dimostra come la conoscenza della fun- 
zione può essere la chiave che permette di compren- 
dere la struttura. La visualizzazione completa dei 153 
amminoacidi della mioglobina sembra, a prima vi- 
sta, di una complessità sbalorditiva. La struttura, an- 
che a bassa risoluzione, si è dimostrata scoraggiante. 
Max Perutz, un pioniere della determinazione della 
struttura delle proteine, quando vide per la prima 
volta la mioglobina, notò: 


«È mai possibile che la ricerca della verità fondamen- 
tale abbia davvero rivelato un oggetto così orrenda- 
mente simile alle budella? La pepita d’oro era forse 
un pezzo di piombo? Fortunatamente, come molte al- 
tre cose in natura, la mioglobina più la si guarda più 
aumenta di bellezza.» 


(Scientific American, novembre 1964) 


Non solo aumenta in bellezza ma anche in struttu- 
ra logica. Oggi si può vedere che adotta un semplice 
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schema di ripiegamento la cui evidente funzione è 
quella di fornire una tasca impermeabile all’acqua 
per l’atomo di ferro che lega l’ossigeno. 

La natura ama i disegni che hanno successo e ten- 
de a conservarli durante gli eoni dell’evoluzione. Il 
citocromo c utilizza schemi di ripiegamento tridimen- 
sionale notevolmente simili in specie così diverse co- 
me mammiferi e batteri, sebbene le sequenze degli 
amminoacidi possano differire moltissimo. Le fami- 
glie di enzimi, come le serina proteasi, hanno in co- 
mune schemi di ripiegamento riconoscibilmente si- 
mili, anche se i loro siti attivi mostrano delle diffe- 
renze. La connettività è predominante in Natura, co- 
me si noterà in questo libro. Le discipline separate 
della biologia cellulare, della cinetica enzimatica, della 
microscopia elettronica, della cristallografia ai raggi 
X, della spettroscopia NMR, del sequenziamento del 
DNA e dello splicing dei geni, tutte hanno una meta 
comune, la comprensione della struttura e della fun- 
zione della macchina della vita a livello molecolare. 
I sistemi viventi mantengono il loro equilibrio (omeo- 
stasi) mediante il controllo delle vie metaboliche. Que- 
ste, a loro volta, sono controllate da enzimi regolato- 
ri. Il chiarimento della struttura complessa degli en- 
zimi regolatori comincia oggi a spiegare in che mo- 
do questi esercitano un controllo a feedback specifi- 
co a livello molecolare. I Tedeschi hanno una parola 
pittoresca per questo tipo di coerenza, Zusammen- 
héngen (letteralmente «appesi insieme»). Questo clas- 
sico testo è esauriente, chiaro e conciso ma soprattut- 
to ha coerenza. 

I riassunti concisi e le illustrazioni chiare sono di 
grande aiuto all’insegnamento, ma la biochimica è, 
nella sua essenza, una scienza sperimentale. Le idee 
generate nella mente devono essere verificate in la- 
boratorio. Marshall McLuhan, un sociologo popolare 
negli anni ’60, spiegò la grande influenza della tele- 


visione coniando la frase «Il mezzo è il messaggio». 


. 


In un certo senso, il laboratorio è il centro messaggi 
dove le domande vengono poste in termini di proce- 
dimenti di laboratorio e trovano risposta in un lin- 
guaggio macchina in codice: cioè in numeri, grafici, 
macchie di diversa intensità su di una lastra, regi- 
strazioni di spettri e disegni di catene polipeptidiche 
su schermi di computer. Gli studenti devono impa- 
rare a leggere e ad interpretare questi segni in codi- 
ce. Inoltre, devono essere capaci di leggere i linguag- 
gi speciali degli articoli scientifici in cui vengono re- 
gistrati gli esperimenti. Gli autori sono perfettamente 
consci della necessità della padronanza delle tecniche 
e dei codici di laboratorio e della letteratura. Hanno 
fornito concise rassegne dei metodi di laboratorio de- 
scrivendo, per esempio, la varietà di metodi usati per 
purificare le proteine e gli acidi nucleici e per deter- 
minarne la sequenza. Ciascun capitolo ha una ricca 
bibliografia ed è stata inserita una guida preziosa alla 
lettura di un articolo scientifico. Lo studente impara 
a leggere codici (fra gli altri i codici a tre e a una 
lettera per gli amminoacidi), registrazioni numeriche, 
macchie e tracce sulle lastre, il gergo arcano usato 
per gli anticorpi e per i geni appena scoperti — tutto 
con lo scopo di vedere la vita a livello molecolare. 

La biochimica degli anni ’90 è forse una scienza 
matura ma molto lontana dalla fine. I concetti creati- 
vi, verificati dagli esperimenti e organizzati in ipote- 
si di lavoro, hanno portato ad altri concetti. La spira- 
le della ricerca continua a innalzarsi ma molte cose 
sono ancora misteriose. La scienza avanza. Questo li- 
bro dà allo studente e al professionista lo strumento 
per comprendere lo stato dell’arte biochimica e li pre- 
para a comprendere gli esperimenti futuri così che 
i semi piantati mettano radici, crescano, fioriscano 
e portino frutti. 


New York City 


Agosto 1989 IRVING GEIS 
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pitolo 23) come le analoghe discussioni degli am- 
minoacidi (Capitolo 24) e dei nucleotidi (Capitolo 
26). 

10. Il metabolismo energetico viene riassunto e in- 
tegrato in termini della specializzazione d’orga- 
no nel Capitolo 25, dopo la descrizione del meta- 
bolismo dei carboidrati, dei lipidi e degli ammi- 
noacidi. 

11. I principi basilari della biologia molecolare, sia 
dei procarioti che degli eucarioti, sono introdot- 
ti in capitoli successivi sulla trascrizione (Capi- 
tolo 29), sulla traduzione (Capitolo 30) e sulla re- 
plicazione del DNA (Capitolo 31). I virus (Capi- 
tolo 32) sono considerati come paradigmi di fun- 
zioni cellulari più complesse e sono seguiti dalla 
discussione dei nuovi concetti emergenti sui mec- 
canismi di espressione dei geni eucariotici (Ca- 
pitolo 33). 

12. Il Capitolo 34, il capitolo finale, è una serie di 
minicapitoli che descrivono la biochimica di una 
varietà di processi fisiologici umani ben caratte- 
rizzati: la coagulazione del sangue, la risposta 
immunitaria, la contrazione muscolare, la comu- 
nicazione ormonale e la trasmissione nervosa. 


Il vecchio adagio secondo il quale si impara un argo- 
mento nel modo migliore insegnandolo indica che 
l'apprendimento è un processo attivo e non passivo. 
I problemi che poniamo alla fine di ogni capitolo so- 
no quindi disegnati in modo da obbligare gli studen- 
ti a pensare e non a rigurgitare semplicemente in- 
formazioni assimilate malamente e rapidamente di- 
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menticate. Pochi di questi problemi sono banali e al- 
cuni di essi (particolarmente quelli indicati con un 
asterisco) sono piuttosto difficili. Eppure, riuscire a 
risolvere questi problemi può essere uno degli aspet- 
ti più piacevoli del processo di apprendimento. Sol- 
tanto pensando a lungo e attentamente da soli gli 
studenti possono impadronirsi davvero di un argo- 
mento. 

Abbiamo incluso elenchi bibliografici alla fine di 
ciascun capitolo per fornire agli studenti un punto 
di partenza per esplorazioni biochimiche indipenden- 
ti. L'enorme quantità di letteratura biochimica im- 
pedisce di citare solo alcuni degli articoli scientifici 
più importanti. Elenchiamo quindi quelle rassegne 
e monografie che ci sono sembrate più utili per i 
vari argomenti affrontati in ciascun capitolo. 

La ricerca biomedica avanza a un ritmo così stupe- 
facente che una scoperta spesso porta allo sviluppo 
di una sottodisciplina matura nel giro di un anno 
o anche meno. Di conseguenza, un libro di testo di 
biochimica non sarà mai veramente aggiornato. Gli 
studenti dovrebbero però, comunque, essere incorag- 
giati a scorrere le riviste biochimiche perché soltan- 
to in quel modo acquisiranno il senso degli scopi e 
del fascino della biochimica moderna. 

Infine, sebbene abbiamo fatto tutto il possibile per 
eliminare ogni errore da questo libro, non ci illudia- 
mo di esserci riusciti. Chiediamo quindi ai lettori di 
farci pervenire commenti e critiche. 


DONALD VOET 
JUDITH G. VOET 
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Questo libro presenta l’insieme degli sforzi di molte 
persone, molte delle quali meritano una menzione 
speciale: 

Dennis Sawicki, il nostro redattore, ha accudito il no- 
stro manoscritto durante la sua lunga e difficile 
gestazione e ci ha dato un enorme aiuto e inco- 
raggiamento per tutto il tempo. 

John e Bette Woolsey e Patrick Lane hanno creato 
una serie straordinaria di illustrazioni, molte delle 
quali, a nostro avviso, diventeranno dei classici. 

Irving Geis ha generosamente scritto la prefazione 
a questo testo, ci ha dato consigli di incalcolabile 
valore e ci ha fornito la sua giustamente celebre 
arte molecolare, una parte della quale viene pub- 
blicata qui per la prima volta. 

Michael Carson, Richard Feldmann, Arthur Lesk, 

Arthur Olson e Michael Pique ci hanno dato disegni 
che rispecchiano in modo spettacolare lo stato 
dell’arte della grafica molecolare e Jane Richard- 
son ha contribuito con parecchi dei suoi meravi- 
gliosi disegni a nastro delle proteine. 

Stella Kupferberg e John Schultz hanno lavorato in 
modo straordinario per rintracciare e acquisire 
tutte le centinaia di fotografie che abbiamo chie- 
sto. 

Martin Silverberg della Manuscript Associates, l’esper- 
to di produzione della prima metà del manoscrit- 
to, ci ha insegnato come organizzare un capitolo 
e scrivere frasi coerenti. 

Jeanette Steifel, il nostro copy editor, si è impegnata 
con dedizione a produrre un testo perfetto e ci 
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La vita 


[a ]È molto semplice decidere se qualcosa è viven- 
te o meno, perché le cose viventi hanno molteplici 
attributi quali la capacità di estrarre energia dalle 
sostanze nutrienti per espletare le loro funzioni, la 
forza di reagire a variazioni del loro ambiente e so- 
no in grado di crescere, differenziare e, cosa più im- 
portante di tutte, di riprodursi. Naturalmente, non 
è detto che un organismo possieda tutte queste pro- 
prietà; ad esempio, i muli sono ovviamente vivi, ma 
si riproducono molto raramente. La materia inani- 
mata invece può presentare solo alcune proprietà si- 
mili a quelle vitali; ad esempio, un cristallo può cre- 
scere in grandezza se immerso in una soluzione so- 
prasatura del materiale cristallino. Quindi, risulta qua- 
si impossibile, come per altri fenomeni molto com- 
plessi, definire in modo preciso il significato della 
parola vita. A questo scopo, Norman Horowitz ha 
proposto un serie di criteri per caratterizzare gli or- 
ganismi viventi e cioè: lo stato vivente deve possede- 
re le proprietà di replicazione, catalisi e mutabilità. 
La maggior parte di questo testo tratta proprio del 
modo in cui gli organismi viventi utilizzano queste 
proprietà. E 

La biochimica è lo studio della vita a livello moleco- 
lare. Il significato di questi studi aumenta notevol- 
mente se vengono correlati alla biologia dell’organi- 
smo corrispondente o ancora meglio a quella di un 
insieme di organismi. Questo capitolo introduttivo co- 
mincia con una sinossi del regno biologico. Segue poi 
un prologo alla biochimica, una discussione sull’ori- 
gine della vita e una introduzione alla letteratura bio- 
chimica. 


1. PROCARIOTI 


[2 ]Si è stabilito ormai da molto tempo.che la vita 
si basa su unità morfologiche chiamate cellule. La 
formulazione di questo concetto è generalmente at-- 
tribuito ad un lavoro di Matthias Schleiden e Theo- 
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dor Schwann, apparso nel 1838, ma trae origine già 
nel secolo diciassettesimo dalle osservazioni di Ro- 
bert Hooke con i primi microscopi. Le due principali 
classi di cellule sono: gli eucarioti (dal greco: eu, buo- 
no o vero + karion, seme o noce), che possiedono 
un nucleo circondato da una membrana che incap- 
sula il loro DNA (acido deossiribonucleico) e i pro- 
carioti (dal greco: pro, prima), che non hanno que- 
sto organello. I procarioti, che comprendono i vari 
tipi di batteri, hanno strutture relativamente sempli- 
ci e sono invariabilmente unicellulari (anche se pos- 
sono formare filamenti o colonie di cellule indipen- 
denti). Gli eucarioti, che possono essere sia unicellu- 
lari che multicellulari, sono molto più complessi dei 
procarioti. (I virus, entità molto più semplici delle 
cellule, non vengono classificati come viventi in quan- 
to sono privi dell’apparato metabolico necessario per 
riprodursi al di fuori della cellula ospite. Essi sono 
essenzialmente aggregati molecolari molto grandi.) 
Questo paragrafo è dedicato ad una ‘discussione sui 
procarioti. Gli eucarioti verranno considerati nel pa- 
ragrafo successivo. 


A. Forma e funzione 


[_3_]I procarioti sono i più numerosi ed ubiquitari 
tra gli organismi sulla Terra. Questo perché i loro 
metabolismi variati e altamente adattabili li rendono 
capaci di vivere in un gran numero di habitat diver- 
si. Oltre alle condizioni ambientali normali tempera- 
te ed aerobiche, alcuni tipi di batteri possono vivere, 
o in qualche caso devono vivere, in condizioni che 
sono invece ostili per gli eucarioti, come, ad esem- 
pio, la mancanza di ossigeno, le elevate temperature 
o ambienti chimici inusuali. Inoltre, la rapida veloci- 
tà di riproduzione dei procarioti (mediamente <20 
minuti per divisione cellulare per molte specie) con- 


sente loro di trarre vantaggi da condizioni favorevo- 


li, ma transitorie, e allo stesso tempo la capacità di 
formare spore resistenti permette a questi organi- 
smi di superare situazioni avverse. 


I procarioti 
hanno anatomie relativamente semplici 


La JI procarioti, che furono visti per la prima volta 
dall’inventore del microscopio Antoni van Leeuwen- 
hoek nel 1683, hanno dimensioni che possono varia- 
re da 1 a 10 um. Essi possono assumere tre tipi di 
forme basilari (Fig. 1.1): sferica (cocchi), a bastonci- 
no (bacilli) e ad avvolgimenti elicoidali (spirilli), ma 
tutti presentano la stessa organizzazione generale 
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Spirocheta 


# Un grande 
Bacillus 


@ Stafilococco 


ERI a 
Tre specie 
di Micoplasma 


«è Rickettsia 


e———_—_—_10 um 


Figura 1.1 Disegni in scala di alcune cellule procariotiche. 


(Fig. 1.2). I batteri sono circondati, come tutte le cel- 
lule, da una membrana cellulare (membrana pla- 
smatica) spessa circa 70 À costituita da un doppio 
strato lipidico contenente nel suo interno proteine 
che controllano il passaggio di molecole dentro e fuori 
la cellula e catalizzano una grande varietà di reazio- 
ni. Le cellule della maggior parte dei procarioti sono 
inoltre circondate da una rigida parete cellulare po- 
lisaccaridica dello spessore variabile da 30 a 250 À 
che ha principalmente la funzione di proteggere la 
cellula da danni meccanici e di prevenire il suo scop- 
pio in ambienti osmoticamente più diluiti di quello 
presente al suo interno. Alcuni batteri sono immersi 
in una capsula polisaccaridica gelatinosa che li pro- 


.tegge dalle difese degli organismi superiori. Anche 


se i procarioti mancano degli organelli subcellulari 
circondati da membrana caratteristici degli eucarioti 
(paragrafo 1.2), la loro membrana plasmatica può es- 
sere ripiegata numerose volte per formare strutture 
multistrato conosciute come mesosomi. Questi sono 
probabilmente i siti di replicazione del DNA e di al- 
tre reazioni enzimatiche specializzate. 

[_5_]I citoplasma (il contenuto della cellula) dei pro- 
carioti non è una «zuppa» omogenea. Il singolo cro- 
mosoma (molecola di DNA, diverse copie possono 
esserne presenti in una cellula a rapida crescita) è 
condensato a formare una massa conosciuta come nu- 
cleoide. Il citoplasma contiene inoltre numerose spe- 
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cipalmente su confronti anatomici di organismi con- 
temporanei e fossili, non sono applicabili ai procario- 
ti. Questo perché le strutture relativamente semplici 
dei procarioti, comprese anche quelle degli antichi 
batteri, osservate nei loro resti microfossili, non so- 
no in grado di fornire sufficienti informazioni sulle 
loro relazioni filogenetiche (filogenesi: sviluppo du- 
rante l'evoluzione). Il fatto che non esista una corre- 
lazione precisa tra forma e funzione metabolica con- 
fonde ancora di più il problema. Inoltre, la definizio- 
ne usata per identificare una specie eucariotica, cioè 
una popolazione che si può interibridare, non può 
essere utilizzata per la riproduzione asessuata dei bat- 
teri. Quindi, gli schemi di classificazione convenzio- 
nale dei procarioti sono piuttosto arbitrari e manca- 
no delle implicazioni evoluzionistiche presenti negli 
schemi degli eucarioti (paragrafo 1.2B). 

Secondo lo schema di classificazione più largamen- 
te usato per i procarioti, prokaryotae (chiamati an- 
che monera), sono divisi in due classi: i cianobatteri 
ed i batteri. Quest’ultimo raggruppamento è suddi- 
viso poi in 19 parti in base a diverse caratteristiche 
distintive, tra cui la struttura cellulare, il comporta- 


Figura 1.4 Le principali linee di discendenza dei procarioti. (Fonte: 
Fox, G.E., STACKEBRANDT, E., Hesrett, R.B., Gigson, J., MANILOFF, |., 
Dyer, T.A., WOLFE, R.S., BALCH, W.E., TANNER, R.S., MAGRUM, L.]., 
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mento metabolico e le proprietà di colorazione. Il più 
semplice schema di classificazione divide i procarioti 
in tre tipi: i micoplasmi, i batteri gram-positivi 
e i batteri gram-negativi. I micoplasmi non hanno 
la parete cellulare rigida tipica dei procarioti. Essi 
sono le cellule viventi più piccole (con un diametro 
di 0,12 um) e possiedono circa il 20% del DNA pre- 
sente in una cellula di E. coli. Probabilmente questa 
quantità di informazioni genetiche rappresenta la mi- 
nima necessaria per specificare il complesso macchi- 
nario metabolico richiesto per la vita cellulare. I bat- 
teri gram-positivi e gram-negativi si distinguono a 
seconda se possono o meno assumere la colorazione 
di Gram (un procedimento sviluppato nel 1884 da 
Christian Gram in cui cellule fissate al calore vengo- 
no successivamente trattate con il colorante cristal- 
violetto e con iodio e poi decolorate con etanolo op- 
pure etere). I batteri gram-positivi hanno una parete 
cellulare formata da un monostrato, mentre quelli 
gram-negativi (compresi i cianobatteri) hanno una pa- 
rete composta da almeno due strati distinti (paragra- 
fo 10.3B). . 

[ 10 ]Lo sviluppo, in anni recenti, di tecniche per la 
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determinazione della sequenza di amminoacidi delle 
proteine (paragrafo 6.1) e della sequenza delle basi 
degli acidi nucleici (paragrafo 28.6) ha consentito di 
ottenere un buon numero di indicazioni sulla rela- 
zione genealogica tra i vari organismi. Queste tecni- 
che hanno consentito inoltre di valutare su basi quan- 
titative queste relazioni e di costruire quindi un si- 
stema di classificazione per i procarioti basato sulla 
filogenesi. 

Dall’analisi delle sequenze degli RNA ribosomiali, 
Carl Woese poté dimostrare che un gruppo di proca- 
rioti, che egli chiamò archebatteri, non erano mol- 
to correlati con gli altri procarioti, gli eubatteri (i 
batteri «veri»); entrambi i gruppi erano ovviamente 
poco correlati agli eucarioti. Gli archebatteri compren- 
dono tre diversi tipi di organismi piuttosto insoliti: 
i metanogeni, anaerobi obbligati che producono me- 
tano (gas di palude) mediante la riduzione della CO, 
con idrogeno, gli alofili, che possono crescere solo 
in acqua salata molto concentrata (>2M) ed alcuni 
termoacidofili, organismi che vivono nelle sorgen- 
ti acide e calde (pH <2 e circa 90 °C). Sulla base dei 
tratti biochimici fondamentali diversi per ognuno dei 
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Figura 1.5 Schema di una cellula animale accompagnata dalle foto- 
grafie al microscopio elettronico dei suoi organelli (nucleo: Tektoff- 
Rhone-Merieux, CNRI; reticolo endoplasmatico ruvido e corpo di Golgi: 


Lisosomi 


tre gruppi (gli eubatteri, gli archebatteri e gli euca- 
rioti), ma presenti all’interno di ciascun gruppo, Woe- 
se propose che questi organismi costituissero tre re- 
gni distinti (piuttosto che una semplice suddivisione 
tradizionale in due classi di eucarioti e procarioti). 
Inoltre, il fatto che questi tre regni sono genealogica- 
mente equidistanti suggerisce che siano derivati in- 
dipendentemente da una forma più semplice di vita 
primordiale (Fig. 1.4). 


2. EUCARIOTI 


[11 ]Le cellule eucariotiche hanno in genere un dia- 
metro che può variare da 10 a 100 qm ed hanno quin- 
di un volume da mille a un milione di volte più gran- 
de di quello di un tipico procariote. Non è solo il 
volume la caratteristica fondamentale degli eucario- 
ti, ma soprattutto la presenza nel loro interno di una 
grande quantità di organelli circondati da membra- 
na con funzioni specializzate (Fig. 1.5). Infatti, le strut- 
ture e le funzioni negli eucarioti sono molto più com- 
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Secchi-Lecaque/Roussel--UCLAF/CNRI; reticolo endoplasmatico liscio: 
David M. Phillips/Visuals Unlimited; mitocondrio: CNRI; lisosomi: 
Biophoto Associated/Photo Researchers, Inc.). 
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Questi organelli citoplasmatici, sufficientemente gran- 
di da essere scoperti dai citologi già nel secolo dician- 
novesimo, variano sia come forma che come volu- 
me, ma hanno molto spesso un aspetto ellissoidale 
con dimensioni di 1x2 um molto simili a quelle di 
un batterio. Una tipica cellula eucariotica può conte- 
nere 2000 mitocondri, che occupano fino a un quin- 
to del volume totale della cellula. 

Studi al microscopio elettronico condotti da Geor- 
ge Palade e da Fritjof Sjéstrand hanno rivelato che 
il mitocondrio possiede due membrane: una mem- 
brana esterna liscia e una interna molto ripiegata, 
le cui invaginazioni vengono chiamate creste. Que- 
sto organello contiene quindi due compartimenti, lo 
spazio intermembrana e lo spazio interno detto 
matrice. Gli enzimi che catalizzano le reazioni della 
respirazione sono presenti sia nella matrice gelatino- 
sa che nella membrana interna. Questi enzimi accop- 
piano l’ossidazione delle sostanze nutrienti, che pro- 
duce energia, alla sintesi di adenosina trifosfato 
(ATP) (paragrafo 1.3B e Capitolo 20), processo che 
richiede energia. L’adenosina trifosfato, dopo il suo 
trasferimento nel resto della cellula, alimenta tutti 
i processi che consumano energia chimica. 

I mitocondri sono simili ai batteri non solo nella 
forma e nelle dimensioni. La loro matrice contiene 
DNA, RNA specifici e ribosomi che partecipano alla 
sintesi di alcuni componenti mitocondriali. Inoltre essi 
si riproducono per scissione binaria e i processi re- 
spiratori che mediano hanno un grado di somiglian- 
za considerevole con quelli dei moderni batteri aero- 
bici. Queste osservazioni hanno spinto Lynn Margu- 
lis a formulare un'ipotesi, ormai universalmente ac- 
cettata: i mitocondri si sarebbero evoluti da un bat- 
terio aerobico che in origine viveva libero e che ha 
formato una relazione simbiotica con un eucariote 
primordiale anaerobico. Le sostanze nutrienti dell’eu- 
cariote consumate dal batterio erano sicuramente ben 
ripagate dal metabolismo aerobico molto efficace che 
il batterio metteva in compartecipazione. Questa ipo- 
tesi è suffragata dal fatto che l’ameba Pelomyxra pe- 


lustris, uno dei pochi eucarioti che mancano dei mi- . 


tocondri, nutre permanentemente batteri aerobici con 
cui genera relazioni simbiotiche. 


I lisosomi e i perossisomi 
contengono enzimi degradativi 


[16 ]I lisosomi, scoperti nel 1949 da Christian de 
Duve, sono organelli circondati da una singola mem- 
brana di morfologia e dimensioni variabili (il diame- 
tro delle forme più comuni varia da 0,1 a 0,8 um). 
I lisosomi, che sono essenzialmente delle sacche mem- 
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(b) 


(d) 


Figura 1.8 Fotografie per immunofluorescenza di cellule di ratto can- 
guro. Le cellule sono state colorate con anticorpi fluorescenti diretti 
contro (a) actina, (b) tubulina, (0) cheratina e (d) vimentina, un costi- 
tuente proteico di un tipo di filamenti intermedi. (Per gentile conces- 
sione di Mary Osborn, Max-Planck Institut fir Molecular Biologie.) 
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branose contenenti una grande varietà di enzimi idro- 
litici, hanno la funzione di digerire i materiali inge- 
riti dalla cellula per endocitosi e di riciclare i compo- 
nenti cellulari (paragrafo 30.6). Studi citologici han- 
no rivelato che i lisosomi si formano da vescicolazio- 
ni dell’apparato di Golgi. 

[17 ]I perossisomi (noti anche come microcorpi) 
sono organelli circondati da membrana, con un dia- 
metro medio di 0,5 um, contenenti enzimi ossidativi. 
Alcune reazioni perossisomiali generano perossido 
di idrogeno (H,0;), una sostanza reattiva che può 
essere utilizzata nelle ossidazioni enzimatiche di al- 
tre sostanze oppure degradata mediante la reazione 
di dismutazione catalizzata dall’enzima catalasi: 


2H30, ——> 2H:0 + 03 


La funzione dei perossisomi potrebbe quindi essere 
quella di prevenire l’ossidazione da parte dell’acqua 
ossigenata di componenti cellulari particolarmente 
sensibili. I perossisomi si formano per vescicolazione 
del reticolo endoplasmatico. Alcune piante conten- 
gono un tipo specializzato di perossisoma, il gliossi- 


‘ soma, il cui nome deriva dal fatto di essere la sede 


di una serie di reazioni che vengono collettivamente 
chiamate via del gliossilato (paragrafo 21.2). 


Il citoscheletro organizza il citosol 


[18 ]Il citosol non è una soluzione omogenea, ma 
un gel altamente organizzato che può variare consi- 
derevolmente come composizione passando da una 
parte all’altra della cellula. Questa variabilità deriva 
anche dall’azione del citoscheletro, un intreccio di 
filamenti che determinano la forma della cellula, le 
sue capacità di muoversi ed è responsabile della di- 
sposizione e del movimento interno degli organelli 
(Fig. 1.8). 

I componenti principali del citoscheletro sono i mi- 
crotubuli, strutture tubulari del diametro di circa 
250 À composte dalla proteina tubulina (paragrafo 
34.3F). Essi formano il reticolo di supporto che guida 
il movimento degli organelli all’interno della cellula. 
Per esempio, il fuso mitotico è una struttura orga- 
nizzata di microtubuli e proteine associate che par- 
tecipa alla separazione dei cromosomi replicati nella 
divisione cellulare. I microtubuli sono i maggiori co- 
stituenti anche delle cilia, appendici simili a peli che 
si estendono all’esterno di molti tipi di cellule e i cui 
movimenti simili a frustate agitano il fluido vicino 
alle cellule oppure spingono una singola cellula at- 
traverso una soluzione. Le cilia molto lunghe, come 
le code degli spermatozoi, sono chiamate flagelli (i 


flagelli dei procarioti contengono la proteina flagel- 
lina e sono molto diversi da quelli degli eucarioti). 

I microfilamenti sono fibre del diametro di circa 
90 À costituite dalla proteina actina. I microfilamenti 
come i microtubuli hanno funzioni di supporto mec- 
canico. Inoltre essi, mediante l’interazione con la pro- 
teina miosina, formano le strutture contrattili respon- 
sabili di molti tipi di movimenti intracellulari quali 
i flussi citoplasmatici e la formazione di protuberan- 
ze o invaginazioni cellulari. L’actina e la miosina so- 
no tra i principali componenti del muscolo (paragra- 
fo 34.3A). 

Il terzo costituente del citoscheletro, i filamenti 
intermedi, sono fibre proteiche del diametro di cir- 
ca 100-150 À. La loro prominenza in parti della cel- 
lula soggette a stress meccanici suggerisce che essi 
abbiano la funzione di resistere a carichi o trazioni. 
Per esempio, la pelle degli animali superiori contie- 
ne un elaborato reticolo di filamenti intermedi costi- 
tuita dalla proteina cheratina (paragrafo 7.24), che 
è in gran parte responsabile della solidità di questa 
copertura protettiva esterna. Contrariamente a quanto 
accade per i microtubuli ed i microfilamenti, le pro- 
teine che possono dare origine ai filamenti interme- 
di possono variare sia per dimensioni che per com- 
posizione tra i diversi tipi di cellule di un dato orga- 
nismo o tra gli stessi tipi di cellule presenti in orga- 
nismi diversi. 


Le cellule delle piante 
sono racchiuse da pareti cellulari rigide 


[19 ]Le cellule vegetali (Fig. 1.9) contengono tutti gli 
organelli descritti in precedenza. Esse presentano inol- 
tre alcune particolarità, tra cui la più rilevante è la 
parete cellulare rigida che è all’esterno della mem- 
brana plasmatica. Queste pareti cellulari, costituite 
dal polisaccaride fibroso cellulosa (paragrafo 1.2C), 
determinano la resistenza a stress meccanici e osmo- 
tici delle piante. 

Un vacuolo è uno spazio delimitàto da una mem- 
brana e pieno di fluido. Anche se i vacuoli sono pre- 
senti nelle cellule animali, sono particolarmente im- 
portanti nelle cellule delle piante in cui rappresenta- 
no anche il 90% del volume della cellula matura. I 
vacuoli possono essere depositi di sostanze nutrienti, 
di materiali di scarto o di sostanze specializzate co- 
me i pigmenti. La concentrazione piuttosto elevata 
dei soluti all’interno del vacuolo determina un in- 
gresso di acqua, aumentando la sua pressione inter- 
na. Questo effetto, insieme alla resistenza della pare- 
te cellulare rigida, è responsabile della rigidità (tur- 
gore) delle piante non legnose. 
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Figura 1.11 L'albero evolutivo che indica le 
linee di discendenza della vita cellulare sulla 
Terra. 
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Tasche branchiali 


Pesce Salamandra Pollo Uomo 


Figura 1.12 Sviluppo embrionale di un pesce, di un anfibio (la sala- 
mandra), di un uccello e di un mammifero (un uomo). Nelle prime 
fasi sono tutti molto simili sia per dimensioni che per forme anatomi- 
che (i disegni in alto hanno tutti la stessa scala). Più tardi essi diventa- 
no diversi in queste proprietà. (Fonte: HAECKEL, E., (1874), Anthropo- 
genie oder Entwickelungsgeschichte des Menschen, Engelman.) 


la chimica, cioè lo studio della struttura e dell’intera- 
zione degli atomi e delle molecole, e la biologia, cioè 
lo studio della struttura e delle interazioni delle cel- 
lule e degli organismi. Essendo le cose viventi com- 
poste da molecole inanimate, la vita è quindi un fe- 
nomeno biochimico. 

Anche se gli organismi viventi sono molto diversi 
nel loro aspetto macroscopico, esistono numerose so- 
miglianze nella loro biochimica, il che ci fornisce 
quindi un tema unico per il loro studio. Per esempio, 
l’informazione ereditaria viene codificata ed espres- 
sa più o meno nello stesso modo in tutte le cellule 
viventi. Le serie di reazioni biochimiche che vanno 
sotto il nome di vie metaboliche, come pure le strut- 
ture degli enzimi che le catalizzano, sono per molti 
processi basilari praticamente identiche in tutti gli 


organismi. Tutto ciò tende a confermare l’evidenza 
che le forme di vita conosciute discendano da un sin- 
golo progenitore primordiale in cui queste proprietà 
biochimiche si erano già sviluppate. 

Anche se la biochimica si diversifica in numerosi cam- 
pi, si occupa però di un numero limitato di argo- 
menti e cerca di rispondere a queste domande. 


1. Quali sono le strutture chimiche e tridimensiona- 
li delle molecole biologiche e delle loro forme di 
associazione e come variano le loro proprietà al 
modificarsi di queste strutture? 

2. Come funzionano le proteine? Cioè, quali sono i 
meccanismi molecolari della catalisi enzimatica, 
in che cosa un recettore riconosce e lega molecole 
specifiche e quali sono i meccanismi intramoleco- 
lari ed intermolecolari mediante i quali i recettori 
trasmettono informazioni sul loro stato di legame? 

3. Come viene espressa l’informazione genetica e co- 
me viene trasmessa alle generazioni future? 

4. Come vengono sintetizzate le molecole biologiche 
ed i loro sistemi organizzati? 

5. Quali sono i meccanismi di controllo che coordi- 
nano le miriadi di reazioni biochimiche che av- 
vengono nelle cellule e negli organismi? 

6. Come crescono le cellule e gli organismi, come 
si differenziano e si riproducono? 


Questi argomenti sono analizzati brevemente in que- 
sto paragrafo e discussi più in dettaglio in altri capi- 
toli in seguito. Come diventerà sempre più ovvio man 
mano che procederemo nella lettura del testo, ci ren- 
deremo purtroppo conto che le nostre conoscenze, 
per quanto grandi, sono sempre poca cosa rispetto 
alla nostra ignoranza. 


A. Le strutture biologiche 


[23 ] Gli organismi viventi sono enormemente com- 
plessi. Come è indicato nel paragrafo 1.1A, anche la 
cellula relativamente semplice dell’E. coli contiene 
qualcosa come da tre a seimila composti diversi, molti 
dei quali sono tipici di questa cellula. Gli organismi 
superiori presentano ovviamente una complessità an- 
cora maggiore. L’Homo sapiens (l’essere umano), per 
esempio, può contenere centomila diversi tipi di mo- 
lecole e solo una piccola parte è stata studiata e carat- 
terizzata. Si potrebbe a questo punto concludere che 
è troppo difficile, per non dire impossibile, ottenere 
una buona conoscenza biochimica degli organismi 
viventi. Ma in realtà le cose viventi possiedono una 
regolarità di base dovuta al fatto che esse vengono 
costruite in maniera gerarchica. Studi anatomici e ci- 
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18 Capitolo 1 


Queste reazioni non sono però lasciate a se stesse, 
ma sono organizzate in un processo coerente che noi 
chiamiamo vita. Per esempio, alcune di queste rea- 
zioni biologiche fanno parte di una via metabolica 
e quindi rappresentano le tappe di una sequenza di 
reazioni che serve a formare uno o più prodotti spe- 
cifici. Una delle caratteristiche principali della vita 
è poi il fatto che le sue reazioni sono così finemente 
regolate che solo molto di rado si può osservare la 
mancanza di un reagente in una via metabolica o 
l'accumulo di un prodotto non necessario. 

Il metabolismo viene per tradizione diviso in due 
grandi categorie: 


1. il catabolismo o degradazione, in cui le sostan- 
ze nutrienti ed i costituenti cellulari vengono de- 
gradati per riutilizzare i componenti di base o 
per generare energia; 

2. l’anabolismo o biosintesi, in cui vengono sinte- 
tizzate le biomolecole da precursori semplici. 


L’energia richiesta dai processi anabolici viene forni- 
ta dai processi catabolici principalmente sotto forma 
di adenosina trifosfato (ATP). Questi processi che 
generano energia come la fotosintesi e l'ossidazione 
biologica delle sostanze nutrienti producono l’ATP 
a partire da adenosina difosfato (ADP) e ione fo- 


sfato libero. 
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Al contrario, i processi che consumano energia co- 
me le biosintesi, il trasporto di molecole contro un 
gradiente di concentrazione e la contrazione musco- 
lare sono favoriti dalla reazione inversa, l’idrolisi del- 
l’ATP: 


ATP + H,0 == ADP + HPO7 
Quindi, i processi anabolici e catabolici sono collegati 
tra loro dalla «moneta» energetica universale degli es- 


seri viventi, l’ATP. 


Scheletro 
zucchero-fosfato 


Scheletro 
zucchero-fosfato 


Appaiamento comple- 
mentare delle basi 


5) 


Adenosina -difosfato (ADP) 


LA 


I Il Il 
PO=P—0=P—0=P=0=0Hz g + H,0 


Figura 1.15 Il DNA a doppia catena. Le due catene polinucleotidiche 


Adenosina trifosfato (ATP) restano associate mediante legami idrogeno complementari. 


Viren cre dna ee 


[26 ][27 | 
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Vecchia 


Vecchia 
A + T 


C. Espressione e trasmissione 
dell’informazione genetica 


[26 |L’acido deossiribonucleico (DNA) è il deposita- 
rio cellulare dell’informazione genetica. Questa ma- 
cromolecola, schematizzata nella Fig. 1.15, è costitui- 
ta da due filamenti di nucleotidi legati tra loro, ognu- 
no dei quali è composto da un residuo saccaridico 
di deossiribosio, da un gruppo fosforico e da una del- 
le quattro basi: adenina (A), timina (T), guanina 
(G) e citosina (C). L'informazione genetica è codifi- 
cata nelle sequenze di queste basi. Ogni base del DNA 
è legata con legami idrogeno ad una base della cate- 
na opposta. Però, A può formare legami idrogeno 
solo con T e G solo con GC; le due catene risultano 
quindi complementari, cioè, la sequenza di una ca- 
tena determina la sequenza dell’altra. 

La divisione di una cellula deve essere accompa- 


gnata dalla replicazione del suo DNA. Questo è un © 

processo catalizzato da enzimi in cui ogni catena di a 

DNA si comporta da stampo per la formazione di sO . À 

una catena complementare (Fig. 1.16; paragrafo 31.1). dEi 
. 4 i , Cc. - -G— —_C- | G—g 

Di conseguenza, ogni cellula figlia contiene una mo- si ; 


A Cee “G—_ 


lecola completa di DNA costituita da una catena che Nuova Nuova 


deriva dalla cellula madre e l’altra di nuova sintesi. 
Le mutazioni avvengono quando, attraverso un er- 
rore di copiatura (molto raro) oppure mediante il dan- 
neggiamento di una catena del DNA parentale, ven- 
gono incorporate nelle catene di nuova sintesi una 
o più basi sbagliate. Occasionalmente, può succedere 
che questo fatto comporti la formazione di nuove ca- 
ratteristiche che alla fine conferiscono vantaggi se- 
lettivi al ricevente. Gli individui che hanno subito p 
questo tipo di mutazioni, secondo la teoria darwinia- "> 
na sull’evoluzione, hanno aumentato la loro probabi- Vecchia 
lità di riprodursi. Nuove specie possono essersi gene- 
rate mediante una serie di queste mutazioni. 

[27 ]L’espressione dell’informazione genetica è un 
processo a due tappe. Nella prima fase, chiamata tra- 
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Nuova 


Nuova Vecchia 


Figura 1.16 Rappresentazione schematica della replicazione del DNA. 


scrizione, una catena di DNA serve come stampo 
per la sintesi di una catena complementare di acido 
ribonucleico (RNA: paragrafo 29.2). Questa molecola 
di acido ribonucleico è in genere un filamento singo- 
lo e differisce dal DNA solo per avere il ribosio al 
posto del deossiribosio del DNA e l’uracile (U) al po- 
sto della base timina del DNA. 


(0) 
HO— CHy lo) OH Hoy SH 
H H Dx 
H H 
(0) N H 
OH OH I 
H 
Ribosio Uracile 


Nella seconda fase dell’espressione genetica, chia- 
mata traduzione, i ribosomi legano enzimaticamente 
gli amminoacidi tra loro e formano le proteine (para- 
grafo 30.3). L’ordine con cui vengono legati gli am- 
minoacidi è stabilito dalla sequenza di basi del- 
l’PRNA. Poiché le proteine si autoassemblano, l’infor- 
mazione genetica codificata nel DNA serve, median- 
te la presenza intermedia dell’RNA, a specificare sia 
la struttura che la funzione della proteina. L’espres- 
sione di geni specifici in una data cellula in particola- 
ri circostanze è sotto il controllo di sistemi di regola- 
zione molto complessi che stanno venendo alla luce 
solo adesso. 
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covalenti, che rappresentano il 92% del peso secco 
degli organismi viventi (la maggioranza degli orga- 
nismi contiene circa il 70% di acqua). La quota che 
resta comprende invece elementi riscontrabili nella 
cellula principalmente sotto forma di ioni, in gran 
parte presenti solo in tracce (di solito essi svolgono 
la loro funzione a livello dei siti attivi degli enzimi). 
Notate che 65 dei 90 elementi presenti in natura non 
sono necessari alla vita della cellula. A parte l’ossige- 
no e il calcio, gli elementi più abbondanti nel regno 
biologico sono quelli meno rappresentati nella crosta 
terrestre (i più abbondanti componenti della crosta 
sono O, 47%; Si, 28%; Al, 7,9%; Fe, 4,5% e Ca, 3,5%). 
La predominanza del carbonio nella materia viven- 
te è senza dubbio dovuta alla sua grande versatilità 
chimica, se confrontata con quella degli altri elemen- 
ti. Il carbonio ha la capacità praticamente unica di 
formare un numero quasi infinito di composti me- 
diante la sua possibilità di generare fino a quattro 
legami covalenti altamente stabili (comprendenti le- 
gami singoli, doppi e tripli), combinata con quella di 
formare catene C—C legate covalentemente di lunghez- 
za teoricamente illimitata. Dei circa 7 milioni di com- 
posti chimici che si conoscono a tutt’oggi, circa il 90% 
è costituito da composti organici (contenenti carbo- 
nio). Esaminiamo ora gli altri elementi della tavola 
periodica per poter stabilire perché essi non presen- 
tano queste proprietà combinate. 
[30 _] Soltanto cinque elementi, B, C, N, Si e P, hanno 
la capacità di formare tre o più legami a livello di 
ciascun atomo e quindi di formare catene legate co- 
valentemente che possono avere anche ramificazio- 
ni. Gli altri elementi sono metalli, che tendono a for- 
mare ioni e non legami covalenti, gas nobili, che so- 
no in pratica chimicamente inerti, oppure atomi co- 
me l’H e l’O che possono formare solo uno o al massi- 
mo due legami covalenti. Anche se B, N, Si e P posso- 
no generare almeno tre legami covalenti per atomo, 
essi non sono idonei, per le ragioni che vedremo in 
seguito, ad essere la base di una chimica complessa. 
Il boro, avendo meno elettroni di valenza (tre) che 
orbitali di valenza (quattro), è elettrone-deficiente. Ciò 
limita in modo significativo i tipi e la stabilità dei 
composti che il boro può generare. L’azoto ha il pro- 
blema opposto; i suoi cinque elettroni di valenza lo 
rendono ricco in elettroni. La repulsione tra le cop- 


pie spaiate di elettroni sugli atomi di azoto legati ser- . 


ve a ridurre considerevolmente l’energia del legame 
N—N (171 kJ-mol-!) rispetto a quella del legame 
C—C (348 KJ-mol7!); di conseguenza, le catene for- 
mate da atomi di azoto sono molto instabili. Essendo 
il carbonio e il silicio nella stessa colonna della tavola 
periodica, ci si può aspettare che essi abbiano pro- 
prietà chimiche simili. Tuttavia il raggio atomico mol- 
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to grande del silicio impedisce a due atomi di questo 
tipo di avvicinarsi a sufficienza per avere una so- 
vrapposizione di orbitali. Quindi i legami Si—Si sono 
deboli (177 kJ-mol-1) e i corrispondenti legami mul- 
tipli sono raramente stabili. I legami Si—O sono, al 
contrario, così stabili (369 kJ-mol7!) che le catene 
contenenti un’alternanza di atomi Si e O risultano 
praticamente inerti (i minerali di silicato, la cui strut- 
tura è costituita da questo tipo di legami, formano 
la crosta terrestre). Gli scrittori di racconti di fanta- 
scienza hanno qualche volta speculato sul fatto che 
i siliconi, che sono organosilicati di consistenza oleosa 
o gommosa contenenti uno scheletro di unità Si-O 
legate tra loro (per esempio, il metilsilicone), 


Metilsilicone 


potrebbero essere la base chimica per forme di vita 
extraterrestri. Tutto ciò sembra alquanto improba- 
bile, proprio per l’inerzia di questo legame Si—O. Il 
fosforo, che viene sotto l’azoto nella tavola periodica, 
forma catene di atomi legati covalentemente ancora 
meno stabili. Quello che abbiamo detto non implica 
però che i legami eteronucleari siano instabili. Al con- 
trario, le proteine contengono legami C-N—C, i car- 
boidrati legami C—O—cC e gli acidi nucleici possiedo- 
no legami C-O—P—O—cC. Questi legami eteronuclea- 
ri sono però meno stabili dei legami C—C. Essi rap- 
presentano siti di rotture chimiche nella degradazio- 
ne delle macromolecole e sono i legami che vengono 
formati durante la sintesi delle macromolecole da uni- 
tà monomeriche. Seguendo lo stesso concetto, legami 
omonucleari diversi dai legami C—C, a parte il lega- 
me S—sS, sono molto reattivi e piuttosto rari nei siste- 
mi biologici. 


B. Evoluzione chimica 


[31 ] Nella rimanente parte di questo paragrafo cer- 
cheremo di discutere lo scenario più comunemente 
accettato per l’origine della vita. Tenete però presen- 
te che vi sono valide obiezioni scientifiche a questo 
scenario, come pure a molti altri modelli che sono stati 
seriamente proposti, e quindi siamo piuttosto lontani 
dal sapere con certezza come è comparsa la vita sulla 
Terra. 

Si pensa che il Sistema solare si sia formato dal col- 
lasso indotto per gravitazione di un grande ammas- 
so interstellare di polvere e gas. La maggior parte 
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di questa nuvola composta principalmente da idro- 
geno ed elio condensò per formare il Sole. L’aumen- 
to della temperatura e della pressione all’interno del 
proto-sole scatenò la reazione autoinnescante termo- 
nucleare, che è la fonte dell’energia solare. I pianeti, 
che si formarono da ammassi più piccoli di polvere, 
non erano abbastanza grandi da innescare un pro- 
cesso analogo. Infatti, i pianeti più piccoli, compresa 
la Terra, sono costituiti in gran parte dagli elementi 
più pesanti in quanto la loro massa era troppo picco- 
la per trattenere per gravità grosse quantità di idro- 
geno e di elio. 

L’atmosfera primordiale della Terra era molto di- 
versa da quella odierna. Essa non doveva contenere 
quantità significative di ossigeno, un elemento alta- 
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Figura 1.18 Apparato per la simulazione della sintesi di composti 
organici sulla Terra prebiotica. Una miscela di gas simile come com- 
posizione a quella dell'atmosfera riducente, che si pensa vi fosse sul- 
la Terra primitiva, viene trattata con scariche elettriche per riprodurre 
l’effetto dei fulmini. Nell’apparato viene fatta circolare continuamen- 
te acqua in modo da sciogliere i composti organici appena formati 
e che si accumulano nella fiasca. (Fonte: Muer, S.L. e ORGEL, L.E., 
(1974), The origin of life on earth, p. 84, Prentice-Hall.) 


mente reattivo. Oltre ad acqua, azoto e anidride car- 
bonica, che contiene tuttora, dovevano essere pre- 
senti nell’atmosfera anche piccole quantità di ossido 
di carbonio, di metano, di ammoniaca, di anidride 
solforosa e probabilmente anche di idrogeno, tutte 
molecole che sono state riscontrate nello spazio in- 
terstellare. Le proprietà chimiche di questa miscela 
di gas rendevano l’atmosfera riducente, al contra- 
rio di quella presente ora che è invece un’atmosfera 
ossidante (recenti prove tendono a contraddire que- 
sto concetto, suggerendo che l’atmosfera primordia- 
le fosse invece ossidante). 
[32 ] Negli anni ’20, Alexander Oparin e J.B.S. Hal- 
dane suggerirono indipendentemente l’uno dall’al- 
tro che la radiazione ultravioletta che arriva dal Sole 
(che oggi viene per la maggior parte assorbita dall’o- 
zono, 03, presente negli strati alti dell’atmosfera) op- 
pure i fulmini potevano aver causato reazioni tra le 
molecole dell’atmosfera riducente formando piccoli 
composti organici come gli amminoacidi, le basi degli 
acidi nucleici e gli zuccheri. Che questo processo sia 
possibile è stato dimostrato sperimentalmente per la 
prima volta da Stanley Miller e da Harold Urey, i 
quali, con l’apparato descritto nella Fig. 1.18, simula- 
rono gli effetti dei fulmini sull’atmosfera primordia- 
le sottoponendo una miscela di acqua, metano, am- 
moniaca e idrogeno a scariche elettriche per una set- 
timana. Al termine la soluzione conteneva quantità 
significative di composti organici solubili in acqua, 
i più abbondanti dei quali sono elencati nella Tabella 
1.3, insieme ad una certa quantità di materiale inso- 
lubile (sostanze polimerizzate). Alcuni dei composti 
solubili erano amminoacidi presenti nelle proteine, 
insieme a molti altri, come vedremo in seguito, pure 
importanti in biochimica. Esperimenti simili, in cui 
venivano variate le condizioni di reazione, la misce- 
la di gas oppure la fonte di energia, hanno portato 
alla sintesi di molti tipi di amminoacidi. Questi risul- 
tati, insieme alle osservazioni che nelle meteoriti con- 
tenenti carbonio sono presenti gli stessi tipi di am- 
minoacidi, fanno pensare che queste sostanze fosse- 
ro presenti in buone quantità sulla Terra primordiale. 
Anche le basi degli acidi nucleici sono state sinte- 
tizzate in condizioni supposte prebiotiche; in parti- 
colare, l’adenina si forma per condensazione dell’aci- 
do cianidrico (HCN), un componente importante del- 
l'atmosfera prebiotica, in una reazione catalizzata dal- 
l’ammoniaca (notate che la formula bruta dell’adeni- 
na è (HCN);). Le altre basi sono state sintetizzate in 
modi simili utilizzando HCN e acqua. Gli zuccheri 
sono stati prodotti dalla polimerizzazione della for- 
maldeide (CH.0), in una reazione catalizzata da ca- 
tioni bivalenti, dall’allumina o dall’argilla. Non è pro- 
babilmente un caso se questi composti sono i compo- 
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proteggere gli organismi dai danni ossidativi. In so- 
stanza, questo fatto ha portato alla comparsa di una 
forma di metabolismo energetico molto più efficace 
di quelli che esistevano prima, la respirazione (me- 
tabolismo ossidativo), che utilizza l’ossigeno ora di- 
sponibile come agente ossidante. 

Come abbiamo sottolineato prima, gli apparati re- 
plicativi e metabolici di base dei moderni organismi 
si sono evoluti abbastanza presto nella storia della 
vita sulla Terra. Infatti, molti procarioti moderni ap- 
paiono molto simili ai loro progenitori ancestrali. La 
comparsa degli eucarioti (paragrafo 1.2) è invece av- 
venuta circa due miliardi di anni dopo che i proca- 
rioti si erano ormai stabilmente insediati sulla Terra. 
Gli organismi multicellulari sono un’innovazione evo- 
luzionaria relativamente recente, essendo comparsi, 
secondo i reperti fossili, non più di 700 milioni di 
anni fa. 


5. LA LETTERATURA BIOCHIMICA 


[37 ] La letteratura biochimica contiene i risultati del 
lavoro di decine di migliaia di scienziati in un arco 
di tempo di più di un secolo. Quindi un testo di bio- 
chimica può riportare solo alcuni argomenti selezio- 
nati di questa vasta quantità di informazioni. Inol- 
tre, l’enorme velocità con cui aumenta la conoscenza 
biochimica al giorno d’oggi, che è forse più elevata 
di quella di ogni altra attività intellettuale, consente 
di acquisire significative quantità di nuove informa- 
zioni sui processi biochimici in tempi relativamente 
brevi, come quelli ad esempio richiesti per pubblica- 
re un testo come questo. Uno studente di biochimica 
deve quindi seguire regolarmente la letteratura bio- 
chimica per mettere a fuoco i dettagli di argomenti 
trattati (o non trattati) in questo libro, come pure per 
tenersi al corrente dei nuovi sviluppi della ricerca. 
Questo paragrafo cerca di fornire alcune informazio- 
ni sul modo in cui va seguito questo tipo di lette- 
ratura. 


A. Come condurre una ricerca bibliografica 


[38 ] La bibliografia biochimica primaria, cioè le pub- 
blicazioni che riportano i risultati della ricerca bio- 
chimica, viene generata da decine di migliaia di arti- 
coli che annualmente compaiono su circa 200 riviste 
periodiche. Un individuo può quindi seguire questa 
voluminosa letteratura solo in modo molto selettivo. 
Infatti, la maggior parte dei biochimici tende a «leg- 
gere» soltanto quelle pubblicazioni che contengono 
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articoli inerenti al loro lavoro. Ma «leggere» significa 
anche che essi scorrono l’elenco dei titoli degli arti- 
coli contenuti in questi giornali per individuare qua- 
li possono presentare qualche interesse (un modo con- 
veniente per fare ciò è la consultazione dei Current 
Contents, che riportano i titoli degli articoli apparsi 
di recente nelle riviste scientifiche). 

È molto difficile imparare a conoscere nuovi argo- 

menti direttamente dalla bibliografia primaria. È me- 
glio iniziare invece con informazioni di carattere ge- 
nerale sull'argomento biochimico in questione, consul 
tando recensioni e monografie appropriate. Queste 
pubblicazioni presentano gli ultimi sviluppi (fino al 
momento in cui venivano scritti, ovviamente) dell’a- 
rea di ricerca, spesso dal punto di vista particolare del- 
l’autore. Vi sono almeno due tipi di recensioni: quelle 
che sono solo una raccolta di fatti e quelle che analiz- 
zano criticamente i dati cercando di collocarli in un con- 
testo più generale. Il secondo tipo di recensione è sicu- 
ramente più valido in particolare per una persona non 
esperta del campo. La maggior parte delle recensioni 
viene pubblicata in libri o riviste specializzate, ma an- 
che le riviste che di norma escono solo con articoli di 
ricerca, occasionalmente possono pubblicare monogra- 
fie. La Tabella 1.4 riporta un elenco delle più impor- 
tanti pubblicazioni di recensioni biochimiche. 
[39 ] Le recensioni e le monografie biochimiche re- 
lative a un particolare soggetto di interesse sono fa- 
cilmente rintracciabili mediante la consultazione dei 
cataloghi delle biblioteche e degli indici degli argo- 
menti. delle principali case editrici in questo campo 
(le voci bibliografiche poste alla fine di ogni capitolo 
possono essere utilizzate a questo scopo). Una parte 
importante di tutte le recensioni è rappresentata dal 
loro elenco della bibliografia, in quanto in essa sono 
richiamate le monografie precedenti nello stesso cam- 
po o in campi affini e gli articoli più significativi pub- 
blicati nell’area di ricerca. Prendete nota degli autori 
di questi articoli e delle riviste su cui essi presentano 
di solito i loro lavori. Quando le recensioni e gli arti- 
coli più recenti continuano a riferirsi alla stessa serie 
di lavori precedenti, si può ritenere che il nostro la- 
voro di ricerca bibliografica sia ormai completo. In- 
fine, per famigliarizzarci con gli ultimi sviluppi in 
un certo campo, bisogna trovare i lavori recenti dei 
gruppi più attivi in quell’area. 

Le pubblicazioni Biological Abstracts, Chemical Ab- 
stracts e Science Citation Index sono di aiuto per lo- 
calizzare queste voci bibliografiche. Questi compen- 
di elencano gli articoli apparsi in molte riviste e ri- 
portano sia gli autori che il soggetto della ricerca. 
Biochemical Abstracts e Chemical Abstracts conten- 
gono anche un breve riassunto in lingua inglese de- 
gli articoli elencati (anche di quelli scritti in lingue 
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Accounts of Chemical Research 


Advances in Carbohydrate Chemistry and Biochemistry 
Advances in Enzymology 

Advances in Protein Chemistry 

Advances in Lipid Research 

Angewandte Chemie, International Edition in English* 
Annals of the New York Academy of Sciences 

Annual Review of Biochemistry 

Annual Review of Biophysics and Biophysical Chemistry 
Annual Review of Cell Biology 

Annual Review of Genetics 

Annual Review of Immunology 

Annual Review of Medicine 

Annual Review of Microbiology 

Annual Review of Physiology 

Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 
Biochemistry* 

BioEssays 

Cell* 

CRC Critical Reviews in Biochemistry 

Current Topics in Bioenergetics 

Current Topics in Cell Regulation 

Essays in Biochemistry 

FASEB Journal* 

Harvey Lectures 

Methods in Enzymology 

Methods of Biochemical Analysis 

Nature * 

Progress in Biophysics and Molecular Biology 

Progress in Nucleic Acid Research and Molecular Biology 
Quarterly Reviews of Biophysics 

Science* 

Scientific American 

Trends in Biochemical Sciences 

Trends in Genetics 

Vitamins and Hormones 


a che pubblicano preferenzialmente articoli scientifici su ricerche ori- 
ginali. 


diverse dall’inglese). Science Citation Index riporta tut- 
ti gli articoli che hanno citato un particolare articolo 
precedente, in modo da poter usare questo elenco 
per seguire lo sviluppo della ricerca in quel campo. 

La maggior parte delle biblioteche universitarie pos- 
siedono o possono essere collegate a servizi compute- 
rizzati di ricerca bibliografica. Se usati correttamen- 


te, questi sistemi sono di grande aiuto per rintraccia- 
re le informazioni desiderate; l’unico svantaggio è 
il loro costo. 


B. Come leggere un articolo scientifico 


[40 ]Gli articoli scientifici hanno più o meno tutti 
lo stesso schema diviso in cinque parti. Essi hanno 
di solito un breve riassunto, posto subito all’inizio, 
prima del corpo principale del lavoro (in alcune rivi- 
ste il riassunto è alla fine). L’articolo poi continua (op- 
pure inizia) con un’introduzione, che spesso contie- 
ne una breve ricapitolazione dello stato della ricerca 
nel campo, la motivazione alla base della ricerca e 
brevi conclusioni del lavoro. Nella parte successiva 
sono riportate le descrizioni dei metodi utilizzati per 
ottenere i dati sperimentali, seguita dalla presenta- 
zione dei risultati della ricerca. Vi è poi una parte 
contenente una discussione in cui le conclusioni trat- 
te dagli autori vengono confrontate ed analizzate nel 
contesto del lavoro di altri in quello stesso campo. 
Molti articoli vengono chiamati «lavori completi» e 
possono essere lunghi anche più di una decina di pa- 
gine. Alcune riviste contengono solo «comunicazio- 
ni», lunghe una o due pagine che, di solito, vengono 
pubblicate molto più rapidamente dei lavori completi. 

Non vi sono sistemi ovvi per leggere un lavoro 
scientifico. Forse il modo più sbagliato è quello di 
leggerlo tutto dall’inizio alla fine, come se fosse una 
storia. Infatti molti scienziati del campo solo occasio- 
nalmente leggono un articolo per intero; molto spes- 
so è troppo lungo e non è utile. Essi preferiscono scor- 
rere parti del lavoro ed entrare nei dettagli solo se 
ne sembra il caso. Il paragrafo seguente descrive uno 
schema efficace per leggere un articolo scientifico. 
La lettura deve essere un processo attivo in cui il let- 
tore analizza continuamente quello che sta leggendo, 
confrontandolo con le sue conoscenze precedenti. 11 let- 
tore deve mantenere uno scetticismo costruttivo nei 
confronti dell’articolo, poiché vi sono sempre proba- 
bilità che l’interpretazione dei dati sperimentali ri- 
portati nell’articolo o le speculazioni che li accompa- 
gnano siano sbagliate. 

Se il titolo del lavoro ci dice che potrebbe essere 
interessante, ciò deve essere confermato dalla lettura 
del riassunto. Per molti articoli, anche se contengono 
informazioni utili, non è necessario procedere oltre. 
Se decidete di continuare la lettura, allora conviene 
gettare uno sguardo all’introduzione per avere un 
quadro completo sul lavoro riportato. A questo pun- 
to la maggior parte degli scienziati esperti passa alla 
parte che contiene le conclusioni dell’articolo per com- 
prendere meglio ciò che è stato fatto. Se sembra ne- 
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PROBLEMI 


42 |È molto difficoltoso imparare bene qualcosa senza 
aver partecipato in qualche modo alla sua definizione. I 
problemi posti alla fine dei capitoli di questo testo sono 
quindi una parte integrante del libro. I problemi sono stati 
studiati in modo tale da costringere il lettore a pensare 
e in qualche caso forniscono informazioni non discusse nel 
testo. La difficoltà presentata da questi problemi varia da 
quelli che richiedono solo pochi istanti di riflessione a quelli 
che invece possono prendere un’ora o forse più di lavoro. 
per risolverli. I problemi più complicati sono indicati da 
un asterisco *. 


1. Nelle condizioni ottimali di crescita, una cellula di E. 
coli si dividerà circa ogni venti minuti. Se non muore 
nessuna cellula, quanto tempo impiegherà una singola 
cellula posta in una fiasca di coltura da 10 1 nelle condi- 
zioni ottimali a raggiungere una densità cellulare di 
100 cellule per ml7! (una coltura «satura»)? Assumen- 
do che le condizioni ottimali possano essere mantenu- 
te, quanto tempo ci vorrà perché il volume totale delle 
cellule da sole diventi 1 km? (Assumete che una cel- 
lula di E. coli sia un cilindro lungo 2 um e con un dia- 
metro di 1 um.) 


2. Disegnate di getto una rappresentazione schematica di 
una cellula batterica e di una cellula animale. Qual è 
la funzione dei vari organelli? 


3. Confrontate il rapporto tra superficie e volume di una 
cellula tipica di E. coli (le sue dimensioni sono date nel 
problema 1) e una cellula eucariotica di forma sferica 
con un diametro di 20 um. In che modo questa diffe- 
renza modifica lo stile di vita delle due cellule? Per au- 
mentare la loro capacità di assorbire le sostanze nu- 
trienti, le cellule con orletto a spazzola dell’epitelio 
intestinale hanno delle zone simili al velluto ricoperte 
da microvilli che guardano verso l’interno dell’intesti- 
no. Come varia il rapporto superficie/volume in questa 
cellula eucariotica se il 20% della sua superficie è rico- 
perto da microvilli cilindrici del diametro di 0,1 um 
e alti 1 pm e disposti secondo una griglia a quadrati 
ad una distanza di 0,2 um da centro a centro? 


4. Molte proteine nell’E. coli sono presenti alla concentra- 
zione di due molecole per cellula. Qual è la concentra- 
zione molare di queste proteine (le dimensioni dell’E. 
coli sono date nel problema 1)? Quante molecole di glu- 
cosio contiene invece una cellula di E. coli se la sua con- 


centrazione interna è di 1,0mm? 


5. Il DNA del cromosoma di E. coli misura 1,4 mm in 
lunghezza nella forma estesa ed ha un diametro di 


20 A. Quale frazione della cellula di E. coli è occupata , 


dal suo DNA (le dimensioni dell’E. coli sono date nel 
problema 1)? Una cellula umana ha 700 volte più DNA 
di una cellula di E. coli ed ha una forma sferica del 
diametro di 20 um. Quale frazione della cellula è occu- 
pata dal DNA? 


*6. È stato scoperto un nuovo pianeta che ha approssima- 
tivamente la stessa orbita della Terra intorno al Sole, 
ma è a noi invisibile in quanto è sempre nascosto dal 
Sole, essendo dalla parte opposta. Le sonde interplane- 
tarie hanno stabilito che questo pianeta ha un’atmo- 
sfera. La National Aeronautics and Space Administra- 
tion (NASA) si sta preparando a lanciare una nuova 
sonda automatica che atterrerà sulla superficie del pia- 
neta. Potete definire un semplice esperimento per sta- 
bilire, una volta atterrati, se è presente la vita sulla 
superficie di questo pianeta? (Assumete che le forme 
di vita sul pianeta, se vi sono, siano simili ai microor- 
ganismi, impossibili da vedere con le telecamere della 
sonda e che non possono dire «ciao».) 


7. È stato suggerito che, se fosse scoppiata una guerra 
nucleare, la Terra sarebbe stata circondata da una enor- 
me nube di polvere e fumo e la superficie sarebbe 
rimasta completamente al buio per alcuni anni. La tem- 
peratura sarebbe di conseguenza scesa ben sotto lo 
zero (il cosiddetto «inverno nucleare»). Si pensa che 
in quel caso la vita eucariotica sarebbe morta e i batte- 
ri avrebbero ereditato la Terra. Perché? 


8. Ibatteri verdi e purpurei ricordano da vicino i primi 
organismi capaci di fotosintetizzare. Potete stabilire 
in via solo speculativa la composizione dell’atmosfera 
quando comparvero questi organismi? 


9. Cercate la biblioteca di biochimica (può essere all’in- 
terno di quelle di biologia, chimica o medicina). Stabi- 
lite dove sono localizzati nella biblioteca i periodici 
correnti, quelli rilegati e i libri. Scorrete il contenuto 
di qualcuna delle principali riviste di biochimica co- 
me Biochemistry, Cell oppure Proceedings of the Na- 
tional Academy of Science e prendete nota di un titolo 
che potrebbe interessarvi. Cercate il corrispondente 
articolo ed osservate la sua organizzazione. Provate 
ora a leggere un articolo sul volume più recente di 
Annual Review of Biochemistry. 
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1. Proprietà dell’acqua 
A. Struttura ed interazioni 
B. L'acqua come solvente 
C. Mobilità dei protoni 


2. Acidi, basi e tamponi 
A. Reazioni acido-base 
B. | tamponi 
C. Gli acidi poliprotici 
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Le soluzioni 
acquose 


[ 43 ]La vita, come noi la conosciamo, ha luogo in 
un ambiente acquoso. La vita terrestre è apparente- 
mente comparsa in un mare primordiale (paragrafo 
1.4B) e, come ci dicono i fossili, non si è avventurata 
sulla terra asciutta se non in tempi relativamente mol- 
to recenti. Fino a che questi organismi non hanno 
sviluppato la capacità di vivere fuori dall’acqua, han- 
no continuato a rimanere nell’oceano: la composizio- 
ne dei loro fluidi intracellulari ed extracellulari è si- 
mile a quella dell’acqua di mare. Ciò è vero anche 
per quegli organismi che vivono in condizioni am- 
bientali insolite come in una salamoia satura, in sor- 
genti sulfuree acide e calde e nel petrolio. 
L’acqua ci è così familiare che in genere la conside- 

riamo come un fluido blando con caratteristiche sem- 
plici, mentre è invece un liquido chimicamente reat- 
tivo con proprietà fisiche così straordinarie che se 
i chimici l’avessero scoperta in tempi recenti, sareb- 
be stata classificata come una sostanza esotica. 

[ 44 ] Le proprietà dell’acqua hanno profondi risvolti 
biologici. La struttura delle molecole su cui si basa 
la vita, le proteine, gli acidi nucleici, i lipidi di mem- 
brana ed i carboidrati complessi, sono determinati 
direttamente dall’interazione con il loro ambiente ac- 
quoso. L’insieme delle proprietà solventi dell’acqua, 
che è responsabile delle associazioni intramolecolari 
ed intermolecolari di queste sostanze, è una caratte- 
ristica unica di questo liquido. Nessun altro solvente 
ricorda nemmeno da vicino l’acqua sotto questi aspet- 
ti. Anche se l’ipotesi che la vita potrebbe essere ba- 
sata su polimeri organici diversi dalle proteine e da- 
gli acidi nucleici può sembrare plausibile, è pratica- 
mente inimmaginabile che i sistemi viventi possano 
esistere in ambienti diversi da quello acquoso. Osser- 
vazioni dirette hanno indicato che sulla superficie 
di Marte e di altri pianeti del Sistema solare, con tem- 
perature compatibili con la vita, non è presente né 
l’acqua, né ovviamente la vita. 

Le strutture ed i processi biologici possono essere 

compresi soltanto nei termini delle proprietà chimi- 
che e fisiche dell’acqua. Iniziamo questo capitolo con 
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34 Capitolo 2 


(O- - -O) di 2,82 À, valore di poco superiore alla corri- 
spondente distanza nel ghiaccio, anche se la densità 
del liquido è più elevata. Le analisi ai raggi X hanno 
individuato inoltre che ogni molecola di acqua è cir- 
condata mediamente da 4,4 molecole piuttosto ravvi- 
cinate; questo fatto suggerisce che la struttura a cor- 
to raggio dell’acqua allo stato liquido abbia un carat- 
tere tetraedrico ed è ulteriormente suffragato dalle 
misure:-di altre distanze intermolecolari in queste con- 
dizioni corrispondenti a 4,5 e 7,0 À, che sono i valori 
per la seconda e terza distanza di vicinanza che ci 
si doveva aspettare in una struttura tetraedrica simi- 
le al ghiaccio. L’acqua allo stato liquido ha anche una 
distanza intermolecolare di 3,5 À che non può essere 
adattata ad una struttura simile al ghiaccio. Questi 
valori di distanze medie diventano meno precisi al- 
l'aumentare della temperatura fino a valori fisiologi- 
ci, suggerendo la rottura termica della struttura a 
corto raggio dell’acqua. 

Non è semplice descrivere la struttura dell’acqua 
allo stato liquido, in quanto una molecola di acqua 
si riorienta circa una volta ogni 107! secondi, il che 
rende la determinazione della sua struttura istanta- 
nea un problema sia sperimentalmente che teorica- 
mente molto difficoltoso (solo un numero molto li- 
mitato di tecniche sperimentali può effettuare misu- 
re in spazi di tempo così brevi). Soltanto con l’avven- 
to recente della possibilità di simulare la dinamica 
molecolare, che consente di calcolare le traiettorie di 
atomi in un grande numero di molecole per un certo 
periodo di tempo, i ricercatori teorici hanno potuto 
cominciare a comprendere le proprietà strutturali del- 
l’acqua allo stato liquido a livello molecolare. 

La maggior parte delle molecole di acqua allo stato 
liquido è legata con legami idrogeno a quattro altre 
molecole vicine, come avviene nel ghiaccio. Questi le- 
gami idrogeno sono però distorti e i reticoli di moleco- 
le legate generati sono irregolari e diversi tra loro. Si 
possono formare anelli di molecole, composti da 4 a 
7 unità, legate tra loro da legami idrogeno, in contra- 
sto con gli anelli a sei termini, simili al cicléesano, ca- 
ratteristici della struttura del ghiaccio (Fig. 2.3). Que- 
sti reticoli vengono continuamente rotti e riformati in 
periodi di tempo dell’ordine di 2x 1071! secondi. L’ac- 
qua allo stato liquido è costituita quindi da reticoli, che 
si modificano rapidamente, di molecole legate tra loro 
da legami idrogeno, che ricordano nella loro organiz- 
zazione a corto raggio quella del ghiaccio. 


B. L'acqua come solvente 


[50 ]L’acqua viene chiamata anche «solvente univer- 
sale». Anche se questo nome non è letteralmente ve- 


ro, l’acqua è certamente in grado di dissolvere molti 
tipi di sostanze e in quantità superiori a qualsiasi al- 
tro solvente. In particolare, il carattere polare del- 
l’acqua la rende idonea per la dissoluzione di mate- 
riali ionici e polari, che vengono chiamati idrofilici 
(dal greco: hydro, acqua + philos, amore). D’altro can- 
to, le sostanze non polari sono praticamente insolu- 
bili nell’acqua («l’olio e l’acqua non si mescolano») e 
vengono indicati con il termine idrofobici (dal gre- 
co: phobos, paura). Le sostanze non polari possono 
però essere dissolte in solventi non polari come il 
tetracloruro di carbonio (CCL) e l’esano. Questo con- 
cetto è riassunto in pratica nella massima «simile scio- 
glie simile». 

Perché i sali si dissolvono nell’acqua? I sali come 
1’NaCI oppure il KXHPO, sono tenuti insieme da for- 
ze ioniche. Gli ioni di questi sali, come qualsiasi cari- 
ca elettrostatica, interagiscono secondo la legge di 
Coulomb: 


F= kq:9z [2.1] 


dove F è la forza tra le due cariche elettriche, gi e 
Q2, che sono separate da una distanza r, D è la co- 
stante dielettrica del mezzo che sta tra le cariche 
e k è la costante di proporzionalità (8,99 x 10° 
J:m-C-?). Nel vuoto D corrisponde all’unità e nel- 
l’aria è solo di poco superiore. Le costanti dielettri- 
che di alcuni solventi comuni, insieme con i loro mo- 
menti dipolari molecolari permanenti, sono elencati 
nella Tabella 2.1. Notate che queste due entità tendo- 
no ad aumentare in parallelo anche se non in modo 
regolare. 

La costante dielettrica dell’acqua è tra le più eleva- 
te dei liquidi puri, mentre quella dei composti non 
polari, come gli idrocarburi, è relativamente molto 
piccola. La forza di attrazione tra i due ioni separa- 
ti da una data distanza in liquidi non polari come 
il cicloesano e il benzene è quindi da trenta a qua- 
ranta volte più grande di quanto non sia in acqua. 
Di conseguenza, nei solventi non polari (con bassa 
D) gli ioni di carica opposta si attraggono così forte- 
mente da associarsi fino a formare il sale, mentre, 
essendo la forza di attrazione più debole, questi ioni 
possono restare separati in acqua (solvente con alta D). 
[51 ] Uno ione immerso in un solvente polare attrae 
le estremità del dipolo del solvente con carica oppo- 
sta, come è schematicamente riportato nella Fig. 2.4 
per l’acqua. Lo ione è quindi circondato da diversi 
strati concentrici di molecole di solvente orientate. 
Questo tipo di ioni viene detto solvatato oppure, se 
il solvente è l’acqua, idratato. Il campo elettrico pro- 
dotto dai dipoli del solvente si contrappone a quello 


Sostanza sà Mona e olare 
Formamide 110,0 3,37 
Acqua 78,5 1,85 
Dimetilsulfossido 48,9 3,96 
Metanolo 32,6 1,66 
Etanolo 24,3 1,68 
Acetone 20,7 2,72 
Ammoniaca 16,9 1,47 
Cloroformio 4,8 1,15 
Dietil etere 4,3 1,15 
Benzene 2,3 0,00 
Tetracloruro di carbonio 2,2 0,00 
Esano 1,9 0,00 


Fonte: Brey, W.S., Physical chemistry and its biological applications, p. 26, 
Academic Press, 1978. 


Figura 2.4 Solvatazione di ioni da parte delle molecole di acqua orien- 
tate. 


dello ione e quindi la carica ionica si diffonde su tut- 
to il volume del complesso solvatato. Questa organiz- 
zazione attenua notevolmente le forze coulombiane 
tra gli ioni, motivo per cui i solventi polari hanno 
una costante dielettrica molto elevata. 

L’effetto di orientamento delle cariche ioniche sul- 
le molecole dipolari si oppone ai movimenti termici, 
i quali tendono invece a riorientare casualmente tut- 
te le molecole. I dipoli in un complesso solvatato so- 
no solo parzialmente orientati. Il motivo per cui la 
costante dielettrica dell’acqua è così più elevata degli 
altri liquidi con un momento dipolare analogo sta 
nel fatto che la struttura generata dalle interazioni 
a legami idrogeno dell’acqua allo stato liquido con- 
sente di formare organizzazioni orientate di moleco- 
le capaci di resistere alla dispersione casuale termica 


€ quindi di distribuire più efficacemente le cariche 
ioniche. 
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Figura 2.5 Legami idrogeno tra l'acqua e (a) gruppi ossidrilici, (b) 
gruppi chetonici, (c) gruppi carbossilici e (d) gruppi amminici. 


I dipoli dei legami di molecole polari non cariche 
rendono queste molecole solubili in acqua per le stesse 
ragioni delle sostanze ioniche. La solubilità delle so- 
stanze polari oppure ioniche viene aumentata se es- 
se contengono gruppi funzionali come l’ossidrile 
(OH), il carbonile (> C=0), il carbossile (COOH 
o —CO:H) oppure gruppi amminici (-NH»), che pos- 
sono formare legami idrogeno con l’acqua, come è 
illustrato nella Fig. 2.5. Le biomolecole solubili in ac- 
qua come le proteine, gli acidi nucleici ed i carboi- 
drati hanno sulla loro superficie proprio questi grup- 
pi. Le sostanze non polari, al contrario, mancano di 
gruppi che possano agire da donatori o accettori di 
legami idrogeno. 


I composti anfifilici formano micelle 
e doppi strati 


[52 ]La maggior parte delle molecole biologiche ha 
sia segmenti polari (oppure carichi ionicamente) che 
segmenti non polari e quindi è allo stesso tempo idro- 
filica e idrofobica. Queste molecole, per esempio gli 
acidi grassi (i saponi, Fig. 2.6), vengono detti compo- 
sti anfifilici oppure anfipatici (dal greco: amphi, 
entrambi + pathos, passione). Come interagiscono 
le molecole anfifiliche con un solvente acquoso? L’ac- 
qua tende ovviamente ad idratare le regioni idrofili- 
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38 Capitolo 2 


[57 ][58 }[ 59 ][60] 


La forza di un acido viene espressa 
dalla sua costante di dissociazione 


[57 _] La reazione di dissociazione di un acido ripor- 
tata prima è caratterizzata da una costante di equi- 
librio, che, per una reazione acido-base, è nota an- 
che come costante di dissociazione, 


_1H30*I[A-] 


K= 
[HA [0] 


[2.2] 


un’entità che esprime una misura dell’affinità relati- 
va dei protoni per le coppie coniugate acido-base 
HA/AT e H30*/H0. Sia qui che durante tutto il te- 
sto, le parentesi quadre che racchiudono la sigla di 
una entità, la formula di un composto o il simbolo 
di un atomo stanno ad indicare le loro concentrazio- 
ni molari. Poiché nelle soluzioni diluite la concentra- 
zione dell’acqua è essenzialmente costante con un 
valore pari a [H20]=1000g-17!/18,015 g - mol7!= 
= 55,5M, questo valore viene di solito combinato con 
quello della costante di dissociazione 


M+IA71 


Ka= K[H20] THA) [2.3] 


Per brevità, d’ora in avanti ometteremo il pedice «a». 
Nella Tabella 2.3 sono elencate le costanti di dissocia- 
zione di alcuni acidi, necessarie per preparare solu- 
zioni biochimiche. 

[58 ] Gli acidi possono essere classificati anche sul- 
la base della loro forza relativa, cioè sulla base della 
loro capacità di trasferire un protone all’acqua. Gli 
acidi con costanti di dissociazione più piccole di quella 
dello ione H30* (che per definizione corrisponde al- 
l’unità nelle soluzioni acquose) sono solo parzialmente 
ionizzati in soluzione acquosa e vengono chiamati 
acidi deboli (K< 1). Al contrario, gli acidi forti han- 
no costanti di dissociazione più grandi di quella del- 
lo ione H30* e quindi sono quasi completamente io- 
nizzati nelle soluzioni acquose (K>1). Gli acidi ri- 
portati nella Tabella 2.3 sono tutti acidi deboli; men- 
tre molti degli acidi chiamati anche «minerali», come 
1°HC1O., I’HNO;, }'HCI e 1’H.SO, (per la prima ioniz- 
zazione) sono acidi forti. Poiché gli acidi forti trasfe- 
riscono facilmente e rapidamente tutti i loro protoni 
all’acqua, l'acido più forte che possa esistere stabil- 
mente in un ambiente acquoso è l’H30*. Allo stesso 
modo, non vi sarà base più forte dell’OH7. L’acqua 
essendo un acido ha la costante di dissociazione 


DA*TOH-] 


K bi 
[H20] 
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Come abbiamo fatto prima, il valore costante di 
[H,0] pari a 55,5M può essere incorporato nella co- 
stante di dissociazione per ottenere l’espressione del- 
la costante di ionizzazione dell’acqua 


Kw=[H*J[OH7] [2.4] 


Il valore di Kw a 25 °C è pari a 10715. L’acqua pu- 
ra deve sempre contenere quantità equimolari di io- 
ni H* e OH in modo che [H*]=[0H7]=(K,y)!Y?= 
=1077M. Poiché H* e OH sono reciprocamente 
correlati dall’equazione [2.4], se [H*] diventa più ele- 
vato di questo valore, [OH] deve corrispondente- 
mente diminuire e viceversa. Le soluzioni con 
[H*]=10-7M vengono dette neutre, quelle con 
[H*]>107”M sono acide e quelle con [H*]<10-7M 
sono invece basiche. La maggior parte delle soluzio- 
ni fisiologiche hanno una concentrazione di ioni idro- 
geno vicino alla neutralità. Il sangue umano è di soli- 
to leggermente basico con [H*]=4,0x10-8m. 
Css JI valori di [H*] per molte delle soluzioni co- 
muni sono così piccoli da essere difficilmente usabi- 
li. Un sistema più pratico per esprimere questi valo- 
ri, ideato da Sgren Sgrensen, utilizza una grandezza 
diversa nota come pH: 


pH=—log[H+] [2.5] 


Il pH dell’acqua pura è 7,0, mentre le soluzioni acide 
hanno un pH minore di 7,0 e le soluzioni basiche 
maggiore di questo valore. Per una soluzione 1M di 
un acido forte, il pH diventa uguale a zero e per una 
soluzione 1M di una base forte, il pH è pari a 14. 
Notate che se due soluzioni hanno pH diversi di una 
unità, le concentrazioni di ioni H* differiscono in- 
vece di dieci volte. Il pH di una soluzione può essere 
facilmente determinato mediante misure elettrochi- 
miche con uno strumento chiamato pHmetro. 


Il pH di una soluzione è determinato 
dalle concentrazioni relative di acidi e basi 


[60 ]La relazione tra pH di una soluzione e la con- 
centrazione di un acido e della sua base coniugata 
può essere ricavata riarrangiando l’equazione [2.3] 


[HA] 
H+ =K partita: 
Doe [A 7] 


e sostituendola nell’equazione [2.5] 


[A] 
[HA] 


pH= —log K+log 


"AMT ELTAON E ROTTE TENTA I EE NI 


Le soluzioni acquose 39 


Acido K pK 
Acido ossalico 5,37x 1072 1,27 (pKy) 
H3POg 7,08x 1073 2,15 (pK) 
Acido citrico ZA1x1074 3,13 (pK;) 
Acido formico 1,78x 1074 3,75 
Acido succinico 6,17x 1075 4,21 (pK) 
Ossalato 5,37x1075 4,27 (pK)) 
Acido acetico 1,74x 1075 4,76 
Citrato- 1,74x 1075 4,76 (pK,) 
Succinato — 2,29x 1078 5,64 (pK,) 
Acido 2-(N-morfolino)-etansulfonico (MES) 7,94x 1077 6,10 
Acido cacodilico . 5,37x 1077 6,27 
H,C03 4,47x10-7 6,35 (pK;) 
Citrato?- 3,98x 1077 6,40 (pK3) 
Acido N-(2-acetamido)imminodiacetico (ADA) 2,82x 1077 6,55 
Piperazina-N, N*bis(acido etansulfonico) (PIPES) 1,78x 1077 6,75 
Acido N-(2-acetamido)-2-amminoetansulfonico (ACES) 1,58x 1077 6,80 
Acido 3-(N-morfolino)propansulfonico (MOPS) 6,76x 1078 7,17 
H)PO7 6,31x10-8 7,20 (pK,) 
Acido N-2-idrossietilpiperazina-N‘-2-etansulfonico (HEPES) 3,31x 1078 7,48 
Acido N-2-idrossietilpiperazina-N”-3-propansulfonico (HEPPS) 1,10x10-8 7,96 
Tri(idrossimetillamminometano (TRIS) 8,32x 1079 8,08 
N-{tris(idrossimetil)metil]-glicina (Tricina) 8,91x 107° 8,05 
N,N-bis(2-idrossietil)-glicina (Bicina) 5,50x 107° 8,26 
Glicilglicina 5,50x 107° 8,26 
Acido borico 5,75x 10719 9,24 

NHÎ 5,62x 10710 9,25 
Glicina 1,66x 10710 9,78 
HCO7 4,68x 1071! 10,33(pK,) 
Piperidina 7,58x 10712 11,12 
HPO37 4,17x 10-13 12,38(pK3) 


Fonte: Dawson, R.M.C., Euior, D.C., ELuoT, W.H. e Jones, K.M., Data for biochemical research, 2? ed., pp. 481-482, Oxford University Press, 1969 e Gooo, 
N.E., Wincer, G.D., WINTER, W., ConnoLLY, T.N., Izawa, S. e SINGH, R.M.M., Biochemistry, 5, p. 467, 1966. 


Definendo pK= —log K in analogia con l’equazione 
[2.5], otteniamo l’equazione di Henderson- 
Hasselbalch: 


[A 7] 
[HA] 


pH=pK +log [2.6] 


Questa equazione stabilisce che il pK di un acido è 
numericamente uguale al pH della soluzione quando 
le concentrazioni molari dell’acido e della sua base 
coniugata sono identiche. La Tabella 2.3 riporta un 
elenco dei valori di pK di alcuni acidi. 


B. | tamponi 


[61 ] Una goccia di 0,01 ml di HCl 0,01m aggiunta 
a un litro di acqua pura sposta il pH della soluzione 
da 7 a 5, con un aumento di 100 volte della concen- 
trazione di ioni H*. Poiché le proprietà delle sostan- 
ze biologiche variano considerevolmente in risposta 
a piccole modificazioni del pH, è necessario che il 
pH dell’ambiente in cui sono queste molecole sia re- 
lativamente insensibile all’aggiunta di acidi o di basi. 
Per comprendere come sia possibile ottenere questo 
risultato, prendiamo in considerazione la titolazione 
di un acido debole con una base forte. 
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Secondo Terzo Figura 2.11 La curva di titolazione 

Punto di Primo punto punto di punto di dell’H3POg. | due punti di equivalenza in- 
‘partenza di equivalenza equivalenza equivalenza —termedi sono indicati dai tratti più ripidi del- 
la curva. Notate che vicino sia al punto di 

Terzo punto partenza che al punto di fine la curva è relati- 

di mezzo , vamente piatta, se confrontata con le curve 


14} 
121 


101 Secondo punto 


di mezzo 
[HP0q] = [HP37] 


} 


pH 


Primo punto di mezza 
{H3PO4]=[HP07] 


| 


0,5 1,0 1,5 
Equivalenti OHT 


to pH è in questo caso molto più complicato che per 
gli acidi monoprotici. 

I valori di pK di due gruppi acido-base fortemente 
associati non sono mai indipendenti. La carica ionica 
che risulta dalla dissociazione elettrostatica di un pro- 
tone inibisce ulteriori dissociazioni di protoni dalla 
stessa molecola, aumentando quindi il valore del pK 
degli altri gruppi. Questo effetto, secondo la legge 
di Coulomb, diminuisce con l'aumentare della distan- 
za tra i gruppi ionizzabili. Per esempio, i valori di 
pK dei due gruppi carbossilici adiacenti dell’acido 
ossalico differiscono tra loro di tre unità (Tabella 
2.3), mentre quelli dell’acido succinico, in cui i grup- 
pi carbossilici sono separati da due gruppi metileni- 
ci, differiscono di 1,4 unità soltanto. 


o 0 o 0 
H-0—C—CHyCH,—C—-0—H 


Acido ossalico Acido succinico 


Successive ionizzazioni dallo stesso centro o atomo, 
come nel caso dell’H3PO, o dell’H.C03, hanno valori 
di pK diversi di 4 o 5 unità. Se i valori di pK di ioniz- 
zazioni successive di un acido poliprotico differisco- 


[HPO7 ]=[PO37] 


riportate nella Fig. 2.9. Ciò sta ad indicare 
che l’H3POy si comporta da acido forte e il 
PO37 si comporta da base forte. 


2,5 3,0 


no di almeno 3 unità, si può assumere con certezza 
che ad un dato pH solo i membri della coppia coniu- 
gata acido-base caratterizzata da un pK più vicino 


al pH della soluzione saranno presenti in concentra- - 


zioni significative. Questo semplifica enormemente 
i calcoli per determinare le concentrazioni delle va- 
rie specie ioniche presenti in soluzione. 


Gli acidi poliprotici con gruppi con valori di pK 
molto vicini hanno costanti molecolari 
di ionizzazione 


[65 ] Se i valori di pK di un acido poliprotico differi- 
scono di meno di due unità, come avviene nella mag- 
gioranza dei casi, le costanti di ionizzazione misura- 
te dalla titolazione non sono vere costanti di ionizza- 
zione di gruppo, ma piuttosto la media delle ionizza- 
zioni dei gruppi coinvolti. Queste costanti vengono 
indicate di solito come costanti molecolari di io- 
nizzazione. 

Prendiamo in considerazione gli equilibri riportati 
nella Fig. 2.12 in cui vi sono due siti di protonazione 
non equivalenti. Le entità Ka, Kg, Kc e Xp, le costan- 
ti di ionizzazione di ogni gruppo, vengono chiamate 
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Figura 2.12 La ionizzazione di un acido che ha due siti non equiva- 
lenti di protonazione. 


anche costanti microscopiche di ionizzazione. La 
costante molecolare di ionizzazione per la rimozione 
del primo protone da HAH è 


H*][AH-]+[HA- 
gi ETMANIHIA Dx 4g, (240 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


Les _] L’acqua è una sostanza straordinaria, le cui pro- 
prietà sono di fondamentale importanza biologica. 
Una molecola di acqua può formare fino a quattro 
legami idrogeno: due come donatore e due come accet- 
tore. Questi legami idrogeno sono responsabili della 
struttura aperta e con bassa densità del ghiaccio. La 
maggior parte di questi legami esiste anche nella fase 
liquida, come è evidenziato dall’elevato punto di ebol- 
lizione dell’acqua se paragonato a quello di altri li- 
quidi. Prove fisiche e teoriche hanno stabilito che l’ac- 
qua allo stato liquido ha una struttura fluttuante 
mantenuta da legami idrogeno, che a corto raggio ri- 
corda quella del ghiaccio. Le proprietà solventi uni- 
che dell’acqua derivano dalla sua polarità e dalla sua 
capacità di formare legami idrogeno. In soluzioni ac- 
quose, le sostanze ioniche o polari sono circondate da 
molti strati concentrici di molecole di acqua orientate 
che.agiscono smorzando le interazioni elettrostatiche 
tra cariche opposte in soluzione. L’effetto termico che 
tende a rendere meno ordinate le molecole di acqua, 
viene contrastato dall’azione polarizzante dei legami 
idrogeno: ciò spiega l’elevata costante dielettrica del- 
l’acqua. Le sostanze non polari non sono solubili in 
acqua. Le sostanze anfipatiche invece formano in so- 
luzioni acquose aggregati per generare micelle e dop- 
pi strati, dovuti alle interazioni idrofobiche tra le re- 
gioni non polari delle molecole e le interazioni idrofi- 
liche delle regioni polari con l’acqua. Gli ioni H30* 


Analogamente, la costante molecolare di ionizzazio- 


x 


ne K, per la rimozione del secondo protone è 


[H+ILA2-] 1 KcKp 


Se Ka > Kg, quindi K, risulta circa uguale a Ka; cioè 
la prima costante molecolare di ionizzazione è ugua- 
le alla costante microscopica di ionizzazione del grup- 
po più acido. Allo stesso modo, se Kp®> Kc, K. di- 
venta circa uguale a Kc, e la seconda costante mole- 
colare di ionizzazione è la costante microscopica di 
ionizzazione del gruppo meno acido. Se le varie tap- 
pe di ionizzazione hanno valori di pK sufficientemen- 
te diversi, allora le costanti molecolari di ionizzazio- 
ne diventano identiche alle costanti microscopiche 
di ionizzazione. 


hanno mobilità ioniche straordinariamente elevate, 
in quanto la migrazione di questi ioni avviene me- 
diante salti da una molecola di acqua all’altra. 
Un acido di Brinsted è una sostanza che può dona- 
re protoni. Dopo aver perso un protone, un acido di 
Brgnsted diventa la sua base coniugata. In una rea- 
zione acido-base, un acido dona il suo protone alla 
base. L’acqua può reagire con un acido per formare 
ioni ossidrilici OH” oppure con una base per forma- 
re lo ione idronio H30*. La forza di un acido è indi 
cata dal valore della sua costante di dissociazione K. 
Un acido debole, che ha una costante di dissociazione 
minore di quella dello ione H30*, è solo parzialmen- 
te dissociato in soluzione acquosa. L’acqua ha una 
costante di dissociazione pari a 107!*M a 25 °C. Una 
grandezza pratica per esprimere l’acidità di una so- 
luzione è il pH, corrispondente a — log[H*]. La rela- 
zione tra pH, pK e le concentrazioni dei membri di 
una coppia coniugata acido-base è espressa dall’equa- 
zione di Henderson-Hasselbalch. Un tampone acido- 
base è un insieme di un acido debole e della sua base 
coniugata in una soluzione che ha un pH vicino al 
valore del pK dell’acido. Il rapporto [ACI/IHA] in un 
tampone non è molto sensibile alle aggiunte di un aci- 
do forte o di una base forte e quindi il pH della solu- 
zione non viene sostanzialmente alterato. I tamponi 
sono operativamente efficaci in un ambito di pH che 
va da una unità sopra ad una sotto il valore del pK 


dBAUOIZEZZIUO! IP LIE[0D2] 
«ou Nuejsoo YuapuodsLi109 a[[op Ienb udo He]uo 
-U09 as LiojeA Hsanb ouos auton ‘ootUmIanS OpIioe, ap 
9 09Ifesso OpIve [ap SUOIZEZZIUO! IP 2YITTOIS0IIUI 
HUuEjsoI 2] a}ejoofeo ‘c*7 EITogRI eI[ap HEp 1 opuesg 


‘yd=Hd opuenb euns 
«seu 3 aY2 FeIjsowrp a gf Jod auorzenba,um a}eaniag 
‘[6:7] auorzenba ‘auorze[omi rp eAImO Esp ezuspuad 
Er[ap 090Idwal N a 03sant) ‘Hd [ap auorzersea 2]u9p 
-uods11109 E] a ‘quafeamba ur ‘eruniSse aseg eTep al 
-EjuammaIDUI 0]}UasUME.] ei) o. 1oddeI fi auI09 errugap 
aura ‘g ‘auorzayos eun p apueuodwe? evedeo eg 


0° Hd e a]zuawI 

“TErZIUI asso] 2UOIzn]os e] suo a apreuodwe) eoedeo 
EUMO]E VUEIQQE UOU sUOIzesI E[jap muauoduioo LIE 
I[{8 suo opusumsse ‘o}ezzio amodure) [op ezuasse ui 
auorznpos elap Hd E aqgazes atent) ‘suorzajos Epp 
oTeu Hd ]i a}epooTeo ‘£*2 ETTOQRI IPP HEp 1 opuesn 
‘ope Ip quefeambagnui 7°0 nIopord cuosusa suoIZ 
«EaI e] a}uemq ‘00° Tp agerzia: Hd un a WUIOZI IP 
O3RI}IO TP 2[E10] SUOIZEIJUSIT0I EUM EPY SUI uI QI IP 
auorznjos eun Ut oSon] eY oewuIzua sUoIzesI BU 
“Ce 

ETjageL eau ojeliodiI 3 cotHaoe ope. op yd I ‘0381 
-208 NZ°0 21210} ur eSuarmoo ago ‘0°s Hd è suodure) 
auorznjos eun areseda1d ad LIessasau ofpos Ip 0]EI 
-30E IP 3 021129 OpIioe Tp atoIZze.Iìus9U0I E] A]e[09]e9) 


‘auotzajos elpop Hd pi 31e]oo 
“Teo ‘£°7 EIIPGRL ETTPP DEP I Opuesa ‘Ny_0TXO°T IP 
SUOTZE.IJUSOU0I EUM PE E}jorosIp BOTTOgIeo apLIiprue ] 
-]9p aUatpuoo eLIe ] vos oLIgrmba ur eregusip enboe,] 


‘euorznjos ETep Hd Ji è puasaid LIE[ooa]owI 3 3UI 
“Tuo1 310ads 3] 3} IP TUOIZET}USIUOI 3] aFE]ooteo ‘c‘% 


© asonboo 1u01zm70s 37 


“AT 


*9La 


‘PI 


‘EI 


PIPARL ETTPP Hep I opuesn ‘POd°HI N80°40+*OdH°Y 
nz1°0 a esonboe auorznyos eum Ip auorzisodiI0o ET 


“«(ezuopeamba ip ns 31) op oumuso e) *0a°H (0) 3 
TO”HN (g) ‘001298 opme (1) :Ip 22107 aseq eum 09 FUOIZ 
-E]ox1} eum Ip ay Ip ojund Ji ezza}e move U0I ages 
O][9U EUTS]E [Ou] e[jap ezuanizza ] a Imuap 3)9)od ‘017 
a 6% ‘8513 ale Isopuas9zra ‘OT a 7°g e) Hd rp odwreo 
Un Ul 0}}a]ora 210]09 Te a 10]oou1 [Tep essed asonboe ru 
-OtZN]Os UI 3UYI ‘OJEST 3 ]US TS UNICI ISEA-OPIoE 310]29 
“IPur UN 2 EUTS]ElJ[Ouaz ET ‘9UO12E]0)1) Ep Su IP 
o}umd {i «eorpup 10 SUOIZNIOS E][ap 210/09 Tp cIiquieo 
TI ‘EJe]oni auasso an9p ato aseq eun Ip o opioe un p 
auorznpos eun pe ejuniSSe suara 0}[39s sjuawreumziod 
-do aJoxeotpur um tp eimuenb eposord eun opuenti ‘au 
-OIZEZZIUO! IP 0}€]S 0.10] [Sp A TELIEA [e 210/09 Ip CUEIQ 
+ULTEO SUI T]OGIP IPiDE OUOS ASEG-OPIoE LIOJBIIPpuI 1) 


‘TEO)FEN] otpos Ip c}eI0q wS0°0 +[F(HO)g] 051 
-0Q opioe Noz°0 (pP) forpos Tp 0}Ej29zE NT°D + 00H398 op 
-iDe WNS0°0 (7) foruoumtTe rp oIniopp wS7°0 (9) foonase 
opioe NTO‘0 (1) :ssonboe ruorznjos puanSas eqop Hd 
T: 3 LIE]osa]jow: a agotToI amads 3] a)N} Ip mOIZEI] 
«US9t09 3] aJeoo[eo ‘£*7 Epoqei, elpp Hep.1 opuesn 


é_HO 3 +H TUO! 
TSep neoiipow 2]}uawrenut]uo? ouos Iqezziuo! 1d 
«dn 1949 SUNTICI SUOIZON E] BOITO O]EIMSLI 0.ISOA I 
sosLI8SSns esos sY9 ‘Tiqezziuor rddni8 isosouimU eY 
Ifenb agop eunufo ‘orapnu pwoe q5 a aujord 3] 
3UI0I ‘3]00S]OWTO.IDETI Tp Erer[stuI SUSI]U0I eoLISNEg 
ETn][a9 Eur) deoLIA}}eg emi[so Eljop cusazuz, ge mquos 
-a1d cuos ouafoIpi ruo! nuenb 0° Hd v guar 0°1 1P 
2UTpio,{[Bu 2 eoLIs}Eg emjso eoidm eun Ip aumjoa I 


‘HOX 
Ma_0T X7 (2) ? FOMH Ngp0T XS (P) ‘FONH Wo_0TX£ 
©) ‘HOEN WT°0 (9) ‘IDH NT°O (0) :tp Hd Tr apepooreo 


"La 


“Or 


‘6 


‘8 


S-8£901-80-88 O 


VILLETTE SINTAGAREARERAEANA 


OIT®p euTqowI e] azjuaui ‘opmbr 037Is ole enboe] 
-jou erfonb rp efosoid nid ezzapuesS rp surpio um c]os 


2 OIMIET]S [au ,H.IIPP EHTIQOwI e[ sUDISd 2FeSAIds *, 


*W9/A 00T TP 0911}}a]9 odureo un ur wo Ip 
Istezsods e, H suo! cun a XY auoi oum cuesardur 
aus odw8] ql anpigeis ‘7% EageL erpou nep Iopuesn ‘9 


*‘OZZ3UI [Ip BOLI}]9[9Ip 3]UeIS 
-09 EB] U05 AYIIGOJOIPI TUOrZESS]UI alfep 3 cuaforpi 
Tures] rep 3}e19u38 3Z107 3] OUELIEA 2UI0I SILITPUI *S 


‘asonboe ruorznfos au es 
-09]0 ET[srySUEI E] 0 as03]o azuelsos 3] aIopiodsrp rp 
opei8 ui ovos quasIa]ep 1 pa ruodes 1 atIoo HueNer 
«ms 1 aqoIad 2]eSards “(atemipiodns esse ens e] a3e} 
«ustume Jad eLressa09u EZIO; Eep elejsomruewi ‘opmbr 
UN IP EuIS]uI aUOIS209 E[ap eImsmui eum 2 eferog.iod 
ns auoIsu9) e]) enboe [ap aferijiodns auorsus) efms 
ouueq nuepepms rnsonb au Maga 175 a}eorpur pa 


*‘agporui alfop a enboe pap e.mima;s erms auorssnosig 
‘39UStosI9]Up-Aanr A ‘9 3 
Ss mondeo “pa »7 ‘ssuniquau j0nS0]01q puo sa];agnu 

0 uo1muLIOf :392ffa nqoYydospay 241 ‘(0861) “9 ‘qIoINvI 
. ‘L57197 

‘dd ‘607 2702195 “«ponsimoi 1932 M> ‘(0961) “HI ‘IIONITILLS 
‘fama “IT CI 

-onden “pa +7 ‘suo13D[n9] 09 pvmnu2Y901g ‘(9L61) “HI ‘TIDIS 
‘asegropoe LIQ 
-ITmba Sap eorumgo e] a enboe ep glolidord a] amosig 
‘ASTM 

‘ot ® 6 ‘£ monden “pa 27 ‘dusnusyo ‘(6961) “9g ‘Tvoss 


‘ddnuS 184911p 19p 2u 
-01ZDZZIUO1 1P 3YNCOIS0LNU 13UVISOI I]]O 3I0]ILLOI 0] 
-0S QUOS 21019SSO FUOIZOZZIUO! 1P 11UDISOI 2] “190UI1NIA 
«ava Nd Yd-1p u0jva 02 19130101 0d 19190 13 dad “IDA 
-vdas 1]0qgp 1P190 1P D]SIS1UL DUN I8S3UIZUOI IS FUUOI 
3U01Zn]os D] 240110.1I 919p 18 ‘Q2Z4puniS s1uDA 3]3p 
0102702 ]9p 101f 10 a7uanuDaIsn]ISa “puun 213-anp CUS 


£-2£501-20-82 © 


29 | 


agonediwue a[093]ou1 at[ap e}oLidosd al[ap aseq ems 
ojuaureiodwico cIsonb a;eSards ‘nuerze;ms amd 
-do atoriadns ee same 3[033fowr rpumb 2]ap ou 
-oSusa assgq ‘seS-opmbr] amddo opros-opmbr] 22983 
-Ja]u1 axfe goto ‘ompiadns erre Istelua9Uo9 è esonb 
oe 2uUOrzn]os EUM UI CUOpua] SUOLEdIJUE 2]099]0WI 31 ‘bs 


*OUEZZI[IQRis e| au aZio; 2] 2) 
-BALIOSSP 3 EHILISATT E[[SoTUI EUN Ip e.mImIJs e] ajeus 
-astg “enboe tp eimuenb ajosord è awiarsuI ‘auazuag pl 
amo ‘amejod uou ajuaafos un uI agonEdtgue 23/009] 
-OUI 3] Opuasp.adsip OUEUTIO] IS «ANISAUD a[[aoIwa 3T *£ 


‘AprureutIo] a 3U0]29E (7) 3 OJOUE]AUI 3 0]0uEJa (9) 
‘OTU110JO.I0]9 3 OTUOQUEI TP OMIOPEI]A] (0) :T°% ET 
-@L eau o}eiodLI surpio,] ouuey rpmbr mp arddoo 1} 
-uanSas a]jap sUoLINa[eIp Huelsoo 3] ayoIad 23eSards *z 


‘N Un Ep 01m} 
-1sos HD um U07 atazuag [ap etanb è agmus a emui 
- 10} mo e] eurpLrd e] uo 3 (CHNODEHD) aprures9 
-e.] 09 euLIo; enboe,] aus cuaSoIp! ruTESA] 1 AEoTPuI *L 


[29] 
IERE(ONE 


: “UenI 
-32131 ‘9 3 . Tgonden “pa +7 ‘s27ua19s PPNWIYI01q UI SUI 
-04d 31190NZUDNOY ‘(QL6T) “VD NOSNIMS 2 “Y ‘ASINODINON 
‘946 ‘dd 
‘e ‘“Sua01g ‘sAydoig ‘n9y ‘nuuy «sura:sAs peorSoporg ul 
Jajea Jo semadosd ajI» ‘260 “C'I ‘ZINNY a ‘I “21009 
‘ssaig AWisIoATtUN piojxo “u930m fo sa11adosd 
puo 21390128 2YL ‘(6961) “AA INVINZAVIA 2 ‘(A ‘DITINISIA 
‘aseq-opioe Liqmmba qBap a enboeg 
-[ap e.myna]s e[pop ejerseNop auorzee.,) eum auanuon 
“ssaIg OtuISpeoy ‘6 3 g 7 monde9 ‘I JA 
‘dusnuay) qonsdydoig ‘(9561) “{ ‘nvmaM ® “Lf “TTvsag 


VIAVYDONYdIA 


040] 0.43 0uDIsisaffip uou 1uozozZIUOI Uva 2]9p Nd 
19p 140704 1 342 0USU Y ‘191304dod cuos 19190 10N 
“puposImau D]jo 0uIa Hd 1p 110] DA DV 130UOCWUDI 249U 
-98 u1 cuos 19180]01Q 1Pimif I ‘a80g-0p10v v3vSMUI vId 
-d09 0]]9p 870307 3U0120.13USIUOI DOP 2YIUO aPpuadip 
ajuvuodwuni Y120d0I DT ‘asoq Dun 1p 0 0p190 un 19 
a7um188v a] ormSas ul 3UuRUDpidoI DLIDA 3UOZN]OS 
vIaP Hd p suo18a1 vISInb Ip wonf IP ]V ‘0p190,118P 


zoqondo)n bb 


i 
H 
i 
i 
Ì 


46 


1. La prima legge della termodinamica: l’energia viene conservata 


A. Energia 
B. Entalpia 


2. La seconda legge della termodinamica: l'Universo 
tende verso il massimo disordine 

A. Spontaneità e disordine 

B. Entropia 

C. Misure di entropia 


3. L'energia libera: l'indicatore della spontaneità 
A. L'energia libera di Gibbs 
B. Energia libera e lavoro 


4. Gli equilibri chimici 
A. Le costanti di equilibrio 
B. Variazioni di energia libera standard 
C. Reazioni accoppiate 


Appendice: Dipendenza dell'energia libera dalla concentrazione 
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| principi 
della 


termodinamica 


Non puoi vincere. 

La prima legge della termodinamica 
Non puoi neanche pareggiare. 

La seconda legge della termodinamica 
Non puoi restare fuori dal gioco. 

La terza legge della termodinamica 


[68 ] La materia ha bisogno di un continuo riforni- 
mento di energia. Mediante la fotosintesi le piante 
convertono l’energia radiante che arriva dal Sole, la 


‘fonte principale di energia per la vita sulla Terra, 


nell’energia chimica contenuta nei carboidrati e in 
altre sostanze organiche. Le piante, oppure gli ani- 
mali che le mangiano, metabolizzano questi compo- 


sti per rifornire di energia le loro funzioni come la” 


sintesi di biomolecole, il mantenimento di gradienti 
di concentrazione e il movimento dei muscoli. Que- 
sti processi trasformano in ultima analisi l’energia 
in calore che viene dissipato nell'ambiente. Quindi 
una gran parte dell’apparato biochimico cellulare è 
devoluto all’acquisizione di energia ed alla sua utiliz- 
zazione. 

La termodinamica (dal greco: therme, calore + 
dynamis, forza) è una descrizione meravigliosamen- 
te elegante delle relazioni tra le varie forme di ener- 
gia e di come l’energia modifica la materia a livello 
macroscopico; cioè si riferisce a quantità di materia 
sufficientemente grandi da consentire di definire con 
esattezza le sue proprietà come la temperatura e la 
pressione. I principi della termodinamica sono stati 
sviluppati nel diciannovesimo secolo, prima che la 
teoria atomica della materia avesse preso piede e fos- 
se generalmente accettata. 

Mediante le nostre conoscenze sulla termodinamica 
possiamo stabilire se un dato processo fisico è possi- 
bile. La termodinamica è quindi essenziale per com- 
prendere come le macromolecole si avvolgono e si 
ripiegano per acquistare la conformazione nativa, co- 
me sono congegnate le vie metaboliche, come viene 
generata dai muscoli la forza meccanica e così via. 
Questo elenco è praticamente senza fine. Il lettore 
deve rendersi conto però che la termodinamica 
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non dà informazioni sulla velocità a cui un processo 
possibile può avvenire. Per esempio, anche se la ter- 
modinamica ci dice che il glucosio e l’ossigeno reagi- 
scono producendo grandi quantità di energia, non 
ci dice però che una miscela di questi due composti 


è indefinitamente stabile a temperatura ambiente in. 


assenza degli appropriati enzimi. La determinazione 
delle velocità delle reazioni necessita, come vedremo 
nel paragrafo 13.1C, di una descrizione meccanicisti- 
ca dei processi molecolari. La termodinamica è però 
una guida indispensabile per formulare questi mo- 
delli meccanicistici, in quanto essi devono alla fine 
conformarsi ai principi termodinamici. 

La termodinamica applicata alla biochimica è mol- 
to spesso utilizzata per descrivere le condizioni in 
cui i processi possono avvenire spontaneamente (da 
soli). Passeremo in rassegna gli elementi termodina- 
mici che ci consentono di predire la spontaneità chi- 
mica e biochimica: la prima e la seconda legge della 
termodinamica, il concetto di energia libera e la na- 
tura dei processi all’equilibrio. È indispensabile una 
familiarità con questi principi per comprendere me- 
glio le discussioni che seguiranno nel testo. Riman- 
diamo alcune considerazioni sugli aspetti termodina- 
mici del metabolismo al Capitolo 15. 


1. LA PRIMA LEGGE DELLA 
TERMODINAMICA: L'ENERGIA 
VIENE CONSERVATA 


[69 ]In termodinamica, un sistema viene definito 
come quella parte dell’Universo che ci interessa, co- 
me il recipiente in cui avviene una reazione oppure 
come un organismo; la parte rimanente dell’Univer- 
so è invece l’ambiente. Un sistema viene detto aper- 
to o chiuso a seconda che scambi o meno materia 
ed energia con il suo ambiente. Gli organismi viven- 
ti, che assumono sostanze nutrienti dall’ambiente, eli- 
minano prodotti di scarto e generano lavoro e calore 
sono esempi di sistemi aperti; se un organismo viene 
sigillato e isolato perfettamente in una scatola, esso 
insieme alla scatola costituisce un sistema chiuso. 


A. Energia. 


L70 ]La prima legge della termodinamica è 
un’elaborazione matematica della legge di conserva- 
zione dell’energia: l’energia non può essere creata o 
distrutta. 


AU= U finale "= Uiniziale= 9 —_Ww [3.1] 


U rappresenta l’energia, g il calore assorbito dal si- 
stema e sottratto all'ambiente e w è il lavoro fatto 
dal sistema sull’ambiente. Il calore è un riflesso dei 
movimenti molecolari casuali, mentre il lavoro, che 
viene definito come la forza moltiplicata per la di- 
stanza percorsa sotto la sua influenza, è invece asso- 
ciato a movimenti organizzati. La forza può assume- 
re forme molto diverse, come la forza di gravitazio- 
ne di un corpo sull’altro, la forza espansionale dei 
gas, la forza di tensione di una molla o di una fibra 
muscolare, la forza elettrica di una carica su un’altra 
oppure le forze dissipative di frizione e di viscosità. 
I processi che rilasciano calore, a cui viene assegnato 
un q negativo per convenzione, sono chiamati pro- 
cessi esotermici (dal greco: ero, fuori); quelli in cui 
il sistema guadagna calore (q positivo) sono noti co- 
me processi endotermici (dal greco: endon, den- 
tro). Sempre per convenzione, il lavoro fatto da un 
sistema contro una forza esterna viene definito co- 
me una quantità positiva. 

L’unità SI dell’energia, il joule (J), sta sostituendo 
nell’uso scientifico moderno la caloria (cal). La gran- 


Joule (}) 
13=1 kg-m?-572 
1}=1 N-m (newton- metro) 


1J=1 C-V (coulomb- volt) 


Caloria (cal) 
1 cal fa aumentare la temperatura di 1 g di HO di 1 °C 
(da 14,5 a 15,5 °O) 
1 cal=4,184 j 

Grande caloria (Cal) 


1 Cal=1 kcal 1 Cal=4 184 ] 


Numero di Avogadro (N) 
N=6,0221x 10? molecole per mole! 
Coulomb (C) 
1 C=6,241x10!8 cariche elettroniche 
Faraday (57) 
1 #=N cariche elettroniche 
1 #=96,494 C- mol-!=96,494 J-V7! mol! 
Scala delle temperature di Kelvin (K) 
O K=zero assoluto 273,15 K=0 °C 
Costante di Boltzmann (kg) 
kg=1,3807x 10723 J-K7! 
Costante dei gas (R) 
R=Nkg R=1,9872 cal-K-! mol! 
R=8,3145 J-K7! mol! R=0,08206 !- atm-k7! mol?! 


110038 143]D 11599 070834830 vANqIqOId D] gYI19d UR AAD 
019) ‘31003]0OUI af[ap suorzisodsIp E] ers onbuntenb es 
-S9]s e] aIduras 3 eurajsIs Jp eiSISUA ] fo) 0w1 Ip 35852] 
eum pe omaop 2 uou afensn arxdwas 2 gr'g ‘513 EITou 
oJeiodi1 eura]sIS Jap oqmq ruso ur a092jow Tp c19wI 
“nu ri mo 19d cAHow pi ‘ipum8) ‘osoz a modse gs n 
13 005 3YI ‘5_OT è Led a pregi 07 ns E[oss]owr 
eum ] Ip e1}sap Ip oqmq jeu MuasaId 2/099[0w1 aT[op 
oT[onb Ep osI9AIp EIS EIISTUIS Ip oqmq [au 2/003]0w1 
Ip osswumMU TI SUI ENTQeqoId E] ‘(201=N ‘orduasa 
Jad) orto Ur osuas EIQQE 3YI 2[008]ow1 IP 0J3UI 
mu un Jag ‘99°0 2 (0£ a 07 21} es 7 au) enTigeqoId 
e]sonb 06=N as ajuow ‘99° è LIed 2 (9 amddo c 
ROIO) Z/N TP %07 [PU osaIdwI09 BIS 7 aYI EHTGeqOId E] 
OT=N opuenb :exrum.Jre eumoIAAE 18 7/N ® atensin isenb 
BIS 7 SU eiIgegoId e] ‘apuesS ejuaamp N opuenti 
‘(red N Ip Wofea Jad %/N="7) 0I}Te [au gJOwI ee] 3 
oqmq um ur cuos 3]003]0w1 afjap glow mo ul of[onb è 
apuodsitioo ‘ozenajo nId 74 tp aiofea pr uo3 ofanb 
201 ‘otrqeqoad nid 03€1s 0] ‘A TP adofea ruso sod 
‘n&/7M *gissod neIs 
IP 2[230) cISUMU [ap sucIze: eun Ep e}ezuosasddei 
o ojunISSEI eSUA 0]EIS o]jep un 249 EH qeqoId ET 


IOZNIT 1 
Tema 

E 3p 
-UOdSIILI09 0ISTUIS OQmq JU 2[093]OUI N 2][9p 7 01901 
«nu um aLiodsIp Ip ‘Im ‘(mqmSunsipu) ipow top cI 
-9UMU TI SUI 39IP EHTIQRQOId E[ap er109) ET ‘OMIstuIs 
Oqmq peu a]ooajowi N amddo ‘(1-N) ‘-- ‘I ‘0 uoo 
Ianb :euI9]SIS [Ap ISIOATP DEIS (L+N) 0]Os alossa cu 


‘SES Ip 3]099jow ajjap ja eBua]uo5 ogjnq iuSo ayo opotw ur cuoss 
“INQUISIP IS a 0}je,jje Ogjnq un Ep OUOpuoyip SEZ Ip 2]093|oLI | (g) 
Ouade aus OmauIgnNI ji Opuent) “Osniy> 2 ORSUIqni |1 a ona 2 
Esop Ip ogjnq ji anuaui ‘“ensiuis ip ogjnq ji edno50 ses un (e) u 
‘ogauigni un ep nedajjo> suinjon ajenSn ip iqing ang L'£ tanSiy 


-ossod 1 “eng ep eun] Hiqmiunsipui cuos ses pop 
9]o09]owr 3] SYIOT “IQmq anp IU ISIMQUIISIP 0UOs 
-sod 3]093]0w N 2] mo uoo Tigeqoid azuawmenfn rpow 
n ouos Im Tpumb a 0}fe.] 0 oqmq mm arednooo0 pe 
EpeA E[os9jour Erep eun auo eITiqeqoId TenSn cuos 


1a ‘olade a Iqmq anp I eSaoo ago opamignia pr op 


-uent) ‘(1°£ ‘S13) aTeapi ses Ip 2]092[ow Ip N 019umU 
conuspI um Huaua]zuoo aumoa afensn rp Iqmq anp 
Ep 0}MINISCO O]E]OSI EUTA]SIS UN FUOIZEISPISUOI UI CUI 
«etpuard ‘ojund 0}sanb orgSaw are1sngi Jod ‘OsIsA 
“un .Iop Huauoduioo 1 azIodsip IP (M) Huepeamba 
TPOUI IP OI9UMU TI SUOI ONNUTFSP SULA IUIPIOSIP II 
‘o1sa;u09 0}Sanb ul ‘auarquie ons [op a eursisIs un 
TP 2010 ‘0s4211U,]]9P 0118S9]dwuo7 surpaosip ]1 24107 
-UBLUNO PO IPual 3Y2 2U0IZIIIP Djau cuosuanan 19unI 
«uods 1ss2904d 1 3Y9 ‘azuariadsa at[ap aseq elms ‘208 


-TIqeis EoTUIEUTPowII9] El[op 2882] epuosas eT[ #2] 


auIpiosip a EHaue}uodg *y 


“ITEMISONULpuI 
gHoo]oA e aysue a.I3pa001d ond caueriods 0ss3901d 
un ‘(£I 0]oxnden) eorummo eogauTo E[[op onduoo na 
03;sanb fissavoId r9p Eiioo[aA efms efmu 20Ip uou ed 
-TUTEUTPouTI9) E] SUI 21E1ON ‘0aueJuods 3 ossavosd un 
9S 2Jiqeis Jad OLISILIO UN 9SMI0} 10 ‘OUSTIOUI] 0)S 
-anb ep eeogdurasa ‘eorum umpouria) efjop 2$S9] 
Eepuosas e] (vnbov 1p 30201 3]]9p 3ponsvI 071ULIAI 
OFUFUUIMOLI ]1) SODI UI (21030]0NU ]3P 04109 ]3p 070UIP 
-4009 07USUIIAOUI ]1 0SDI 0ISIND u1) surpuo un 1p 3u0S 
-191UOI DOP 190ZZ1183}0109 0UOS 19uDzUOd$ 1889904d 17 
“pumt -noLman IP 0}0wW1 [op 1852] 3] su cormeump 
-ourI9) eop 3559] ewnId E] E[ola UoU 0cUSTWIOUI] 035 
«anb as atoue alruanne mewI e.I]od uou ‘OUEpuooao 0] 
aqo enboe Ip 2]009[ow1 al[ap 0}eurp.i00o O}ueumAOTI 
osmacoIdur un ep enboe ep Lonz opeunqri Susa 
2I0}2}ONU [I AYI 2019 ‘OSISAUI 0SS9IOIÀ TI "OUEPUOIIIO 
0] 2UO enboe Ip a093[ow1 3][ap IOHOEI IIULIS] HuauI 
-LA0UI 19p erponb ur elmioAt0I aus odi09 ons Jap 0} 
-EUTpio009 0]}USWITAOWI Jp eISISUI] ‘(caueluods 0ss39 
-oxd un) enboe ur gm} Is aJo}ezonu un opuent) [ £2 ] 


INICHOSIO OWISSVW TI OSHIA 
JIONIL OSYIAINN1 :VDIWVNICOWUY1L 
VITIO 39931 VONODIS VI ‘7 


“EOTUIEUIPourI3] E[jap 2859] 
ewnid ele elruuIO;U0O 20I]dwas E] 0}UE][os eis UoU 
2U9I Elraue]uods rp oLIsjLio tm azesIso Ipumb ourerq 
-qoq ‘amjesadurs) 010] 9][9p suorzanquasIp ET[ep 23uSp 
-uadrpur 3 n}asso anp rep ereSa1SSe erSoua ] oquend 


£-8£501-80-88 © 


6% vIUDUIPOULISI VP 1d19uLId I 


[#4 ][E2] 


CZ O O E TTT 


UI ‘EOtUIEUIPourI9] el[fap 2552] eumid e[ 09 0po9 
-9® UI DUOS ISSAI0IÀ I IQuIeI]ua EN ‘EsISASIIA IBUI a 
oppa; nid ofanb e opfeo Rid 0}a5F0 fep apuowreau 
-ezuods essed aJojeo Ti ayo ourerddes 1I0u ‘emjeaod 
-t09) esIsATp è H}aSF0 anp 00] EI 0}}:E]u07 Ul vwren 
-Jowr as ‘ordurasa ajuanSas [I eljsowITp 19 almo9 ‘ONS 
-anb o}sanb e asopuodsti e[os ep ond uou eomuempowi 
-19) erjop 3852] eunid el ‘a}uowresue]uods sutuanne 
ond ossavosd arepoor.ied un 95 ammiqeis e antos PI 
-TUIEUTpouTI3] E] ao ezuapaoasd ur 0}ap owerqgy 
‘onopoud 
OSS21S 0] 3 31UDIIDIL 088918 0] D4I 3UOIZIIL D4HO nb 
-unponb 1p vIdpoqua 1P SUOIZIIIDA DOP 330UIULLIZIP 
219882 0uossod v2711910d1 3U0ZIII VUN Ul VIdpOTUI TP 
1UOIZILIDA 3] ‘249UIS U] “ITOUI] IDIOgqejawI THoposd I 
ouEIS enboE,] 3 EOTUOQIEI AprIprue.] aYI 199 QUIEIS 
249 apuamigms 2 ‘enboe a #09 wi cIscon[s I alIoAU09 
OJOOSNII TI MI U0I OWISTUEIIIUI JI O]OU IOU E EIS 2YI 
OE} [Ep ajuawIajuapuadipui cI2A 2 or) ‘opoosnm [au 
SUI 299AU1 (0.SUILIO[EO UM) a}ue1s05 aworssard e LIado 
ao o}etedde 0.xpe anbunfenb w 01s00n]S [ap auogsnq 
-UI09 ET[ap eidfezua.] a temsIvI owmmeIssod ‘0}e]s Ip su 
-Orzunj eun 2 eId[e]ua,] FYIIO] ‘TUOIZEUTUILI9)2P 23.1S 
-OU 3] U00 OUUEILIS]Ia]UI o[oosnua jeu ajuaumeaue Tod 
«Ul9}uoo cUosuaANE aYI BUI 0ISOIN]S cuEzzIzIN UOU 
9YI IUOIZESI SUmNSSISOISUMU 2][ap eId[ejua Ip muoIz 
-ELIEA 2] ‘orduiasa pe ‘sqoIsd ‘0s0:o0tHFIp ajuawreti 
«ansa qIod 3 eonerd egpou amsrui a]sanb asennazga 
*‘aTejoosnui 0}mssa) Jap eIado pe enboe a “00 è 018 
-0on]s Ip cwrwresS un Ip auoIzepisso,] ajue.mp cuos 
-UaAne aYI EId[e]ua Ip IUOIZELIEA 9] 2JEUTUII9]9P 9] 
«0A Ip oureruoddns ‘orduiasa Jag ‘0]e1s Ip TUOIZUNI 2] 
<p eun] cuard è aIspuardmwioo ourerssod ossapy 
‘HV 3 NV IP WO]JEA 1 RI} aZUAISJNIP 2] agoUE 
Tuev.Iusisui OUE]ruaATpP ezuanfasuoo Ip a Iqeamos 
-BI] OUOS SUMJOA IP TUOIZELIEA 2] IDIOTI ISS8901d 
Hjow ur ‘olpou: ‘Îb=HV ‘oqormwmgo Morzesi a]pu 
ossads ausmaE auI0I ‘o1az è agensn a , mM as Tpumò) 
*‘ajue]jsoo auoIssaId e oILIaJSEI) SJo[eo JI 2 db anop 


gl ,4-4=1Avd+m-4db=AVd+NV=HV 


owreruspo [g*€] 3 [z:g] tuoIzenba a] tod opueurquion 
[e°S] sM+AVd=M 


:(, 1) 0I0AE] Tp td LITE 18 INN] a (AVd) EUI9]SA QUIS 
-said eum 01]u09 suorsuedsa un ep ojess9uSs ogpnb 
2019 ‘(A-d) aumoa-suorssasd cJ0AE] [I :sL10Sa]EO anp 
UI OIJOAE] JI OWrEIpiAIp ‘010 aJeljsotmmp Jad ‘DUSISIS 
Top 0Nq40sso 0 03049UIS FUNA FYI IquInsnu 23USU 
-p190f 340702 70 3puods14109 (HV) 0ss3901d un 1p qouf 
oqjanb 3 3priziui 01035 0] VII DY 18 3YI VIdDZUI 1P SU 
-01Z0UDA D] ‘191UY901q 18S9904d 19p 3110d 10188011 VD] 


S-B£501-80-22 © 


-13p vnd1 3uorzipuo? vun ‘237809 suo1ssa1d v ovuend 
Ul IDISO[OIQ TUIS]SIS I aJoALIosap afigissod a mo uoo 
aJuaruaAu0o ajuatnIepoori.ied eImuo, un 2 erd[ejuo,T 
*aU0IssaJd Ens E] 2 dg 2 BUIS]SIS [Ip SUMoa T 2 A 2A0p 


[c°£] Ad+N=H 


QUOIZ 
-enba.I[ep emuIzap 2 (0I}usp aJepreosli ‘uad;vyqua :09 
-3J8 [ep) eIdfezua rp auIou Tr 0}os eA aYo ‘Tuorzeurg 
-uno9 a]sanb tp eun ‘01038 1p suoizunf vun po 2018110 
a40p 213p 07018 1p 1uorzunf 1p suorziuiquoo 1US0 [ &2 ] 


eidjezua ‘g 


‘m a b corsia ourerq 
-Qe auI09 0}UE]]os BUI ‘07E]S TP O}USUTEIQuIEo UN aJUEI 
-np 0Nopord czoAE] fr 0 sIofeo Tr a Ieotpui Jod my a 
by aur09 ruTuTI3) TETI oTrEsn IS Uou azzapueas a]sanb 
a.IBoIpur otorgSo4 Is opuenb “peyul ‘ewiojsis UN UI 0] 
-MUS]UOI CIOAE] {E 0 SIO[BI TE ISILIOFLI Ajuena[Li 2 UOU 
99 ipumb eImsLi an “exmfas e el[ep aJopuadmp sA 
“ap aJogeo Ip auorznpod e] aYDUE ‘[T:g] suorzenba, ge 
aJtpaggo eufosig as è “EuI9]SI EZuUa]sIsaI EUNSSAU 
B.IJUODUI UOU MO Ur el eun opuanfas ‘oJoAe] UNITE 
a1Impord uou amddo euI9]sa EZIO] LISI eun 0I1]UoI 
isopuapuedsa ozone] un a1.mpord ond ses un ‘afeury 
OUm pe aferziu: 0}e]s oun ep auorzeLiea eum eW IS MO 
ur ossa90.1d un Ur ‘orduiasa 9g ‘ISIBOIIPOWI od euI 
-93SIS [ep eJezzigun era elpep ouopuadrp Issa ouenb 
UI ‘0}EIS Tp TUOrZUM] OUOS CIOAF] |I FU ‘a JOpeo II AN 
*(05rpoIo ossadoId un) aferziai 0}E]s ons fe EuIO]LI eu 
-e]sIs Ti mo ur ossadold un UI (0=717) EISISUA Tp EHau 
SUOIZELIEA EUnSsaU 2 LA uou ezuanfasuoo IC ‘Essa]s 
Essa 0]e]s Ip suorzunj eun Ipumb 2 pa 03eIs Ip ru 
-orzumyz s]sonb ep ojuexpos apuadip ses tp suordureo 
o;sonb Ip ersi0ua,] “emieiodua: ens El[op 2 2UoIs 
-s91d ens ETjap LIO[eA rep oNniosap ajuawrela[duroo 3 
ses tp suordureo a.repoonued un ep 0]jsoduro9 ewI3]SIS 
un Ip 03eIs 0] ‘otdurasa 194 ‘03UMIS8VI 01018 2 01038 
oganb ino uo? opoui op uou 3 0}EIS 0 23UDIUDISI DI 
-audoud ans a]jvp 07uvYos apuadip vuz3s1s un 1p VIS 
-49U9,] 3Y9 00IISOUMP JUSUUVIUSULLISAS 070318 F [TL ] 


euI9)sIS Jep aymfos ala sep 
mquspuadrpur cuos 0}e)sS Ip IUoIrzunj 937 


‘T°£ EHPQEI Eefou aJeziod 
“1 ouos ‘ojorideo ojsanb J1ad nueziodun a19ssa cos 
-sod ato INUEISO9 aLIEA a][ap LIO[EA Te ao ‘emun 23} 
-Te 2] ? eiguenb alsanb e} IuOrze]aI 37 ‘180[0)9Ip Tep 
EJLIOAE} BITUn] 2 (E]oosnIewI 7) E] u09 (en) ELIio]eo ap 


[CAGZ] 


£ 00ndvD «8% 


50 Capitolo 3 


390 


Un cristallo U 


n gas 


è completamente insignificante (Fig. 3.2). Per lo stes- 
so motivo, il nostro nuotatore non verrà buttato fuo- 
ri dall’acqua o particolarmente disturbato dagli even- 
tuali movimenti coordinati dell’acqua poiché la pro- 
babilità che ciò possa capitare è nulla. 
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Figura 3.2 Le scarse probabilità di trovare anche una piccola quantità 
di ordine è illustrata da un «universo» semplice costituito da una di- 
sposizione a quadrato con nove posizioni, quattro delle quali occu- 
pate da quattro «molecole» uguali (colore più intenso). Se le quattro 
molecole sono disposte in un quadrato, chiameremo questa struttura 
«cristallo», se invece sono distribuite in altro modo chiameremo la 
struttura «gas». Il numero totale delle disposizioni distinguibili delle 
nostre quattro molecole nelle nove posizioni è dato da: 


_9XEX7x6 


W=TGx2x1 


=126 


Il numeratore di questa espressione indica che la prima molecola può 
occupare qualunque posizione dell'universo a nove posizioni, la se- 
conda molecola può occupare qualunque posizione delle otto rima- 
nenti, e così via; il denominatore corregge invece per il numero di 
organizzazioni indistinguibili delle quattro molecole identiche. Delle 
126 organizzazioni che questo universo può assumere, soltanto quat- 
tro sono strutture a cristallo (i quadrati nerî). Quindi anche in questo 
universo molto semplice la probabilità che esso contenga un gas di- 
sordinato (disposto casualmente piuttosto che ordinato in cristalli) è 
circa trenta volte più elevata. 


B. Entropia 


[75 ] Nei sistemi chimici, W, il numero di modi equi- 
valenti di disporsi di un sistema in un particolare 
stato, ha di solito un valore immenso. Per esempio, 
quando il sistema a due bulbi di prima contiene N 
molecole di gas, Ww, diventa circa 10NP2 e così per 
N=10?3, Wsx1022 corrisponde a circa 107*%10°. Per 
poter trattare W più facilmente, definiamo, secondo 
quanto detto da Ludwig Boltzmann nel 1877, una 
nuova grandezza, nota come entropia (dal greco: 
en, in+trope, girevole): 


che aumenta con W, ma in un modo molto più ma- 
neggevole. Nell’equazione kg rappresenta la costan- 
te di Boltzmann (Tabella 3.1). Nel nostro sistema 
a due bulbi, S= kg.Nln2 e quindi l’entropia del siste- 
ma nel suo stato più probabile è proporzionale al nu- 
mero di molecole di gas che esso contiene. Notate 
che l’entropia è una funzione di stato in quanto di- 
pende soltanto da parametri che definiscono funzioni 
di stato. 

Le leggi delle scelte casuali spingono ogni sistema 
di dimensioni ragionevoli ad adottare spontaneamen- 
te la disposizione più probabile, quella in cui l’entro- 
pia è al massimo, semplicemente perché questo stato 
è quello più probabile. Assumiamo, per esempio, che 
tutte le N molecole del nostro sistema a due bulbi 
siano all’inizio nel bulbo di sinistra (Fig. 3.1a; Wy=1 
e $=0, poiché vi è solo un modo per ottenere questa 
distribuzione). Dopo aver aperto il rubinetto, le mo- 
lecole cominceranno a diffondere casualmente den- 
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tro e fuori dal bulbo di destra fino a che non avran- 
no raggiunto il loro stato più probabile (con massima 
entropia), cioè quello con metà delle molecole in ogni 
bulbo. Le molecole di gas continueranno anche dopo 
a diffondere avanti e indietro dai bulbi, ma senza 
provocare ulteriori variazioni macroscopiche (nette) 
nel sistema. Si dice quindi che il sistema ha raggiun- 
to l'equilibrio. 

Secondo l’equazione [3.5], il processo di espansione 
spontanea determina un aumento dell’entropia del 
sistema. Generalmente in ogni processo con energia 
costante (AU=0), quello spontaneo è caratterizzato 
da un AS maggiore di zero. Poiché l’energia dell’Uni- 
verso è costante (l’energia può assumere forme di- 
verse, ma non può essere né creata né distrutta), ogni 
processo spontaneo causa un aumento dell’entropia 
dell’Universo. 


ASsistema + ASambiente = ASuniverso > 0 [3.6] 


L’equazione [3.6] è l’espressione che di solito si usa 
per la seconda legge della termodinamica. Essa rap- 
presenta la tendenza di tutti i processi spontanei a 
creare disordine nell’Universo, cioè l’entropia dell’U- 
niverso tende verso un massimo. 

Le conclusioni che abbiamo tratto dal sistema a due 
bulbi possono essere utilizzate per spiegare per esem- 
pio perché il sangue trasporta ossigeno e anidride 
carbonica dai polmoni ai tessuti. Le sostanze in solu- 
zione si comportano analogamente ai gas nel senso 
che tendono a mantenere una concentrazione uni- 
forme in tutto il volume che occupano in quanto que- 
sta è la loro disposizione più probabile. Nel polmone 
dove la concentrazione di O, è più elevata che nel 
sangue venoso che lo sta attraversando, sarà superio- 
re il numero di molecole di ossigeno che tenderanno 
ad entrare nel sangue rispetto a quelle che lo lasce- 
ranno. Nei tessuti invece dove la concentrazione di 
ossigeno è più bassa che nel sangue arterioso, ci sarà 
una diffusione netta di molecole di O, dal sangue ai 
tessuti. La situazione opposta accade per il trasporto 
della CO», in quanto la concentrazione di CO, è bas- 
sa nel polmone ed elevata nei tessuti. Teniamo pre- 
sente che la termodinamica non ci dice nulla sulle 
velocità con cui l’ossigeno e la CO; vengono traspor- 
tati da e per i tessuti. Le velocità di questi processi 
dipendono dalle proprietà chimico-fisiche del sangue, 
del polmone e del sistema cardiovascolare. 

L’equazione [3.6] non implica che un particolare 
sistema non possa aumentare il suo grado di ordine. 
Come vedremo nel paragrafo 3.3, un sistema può di- 
ventare più ordinato solo aumentando ulteriormente 
il disordine del suo ambiente, mediante l’applicazio- 
ne di energia al sistema. Per esempio, gli organismi 


viventi che sono organizzati dal livello molecolare 
in.su e sono quindi ben ordinati, mantengono il loro 
ordine a spese del disordine delle molecole di sostan- 
ze nutrienti che consumano. Mangiare serve quindi 
ad acquisire ordine oltre che a guadagnare energia. 

Lo stato di un sistema può essere costituito da una 
distribuzione di entità molto più complicata di quel- 
la delle molecole di gas in un bulbo oppure delle mo- 
lecole di un soluto in un solvente. Se il nostro siste- 
ma è costituito da molecole proteiche in una soluzio- 
ne acquosa, i suoi stati possono differire, come ve- 
dremo, nelle conformazioni dei residui amminoaci- 
dici che compongono le proteine e nella distribuzio- 
ne e nell’orientamento delle molecole di acqua asso- 
ciate a questi residui. La seconda legge della termo- 
dinamica si applica anche in questo caso in quanto 
una molecola proteica in una soluzione acquosa assu- 
me la sua conformazione nativa in risposta alla ten- 
denza della struttura dell'ambiente acquoso di acqui- 
stare il massimo disordine (paragrafo 7.4C). 


C. Misure di entropia 


[ 76 ] Nei sistemi chimici e biologici è in genere im- 
possibile determinare l’entropia di un sistema con- 
tando il numero di modi, W, con cui esso può assu- 
mere lo stato più probabile. Una definizione equiva- 
lente ma più pratica dell’entropia fu proposta nel 1864 
da Rudolf Clausius: per i processi spontanei 


finale 
AS da [3.7] 
iniziale 


dove T è la temperatura assoluta a cui avviene lo 
scambio di calore. La prova dell’equivalenza delle due 
definizioni dell’entropia, che richiede una conoscen- 
za elementare della meccanica statistica, può essere 
trovata in molti testi di chimica-fisica. È evidente che 
ogni sistema diventa progressivamente più disordi- 


nato (la sua entropia aumenta) man mano che la tem- 


peratura cresce (Fig. 3.3). L’eguaglianza nell’equazio- 
ne [3.7] è verificata solo nei processi in cui il sistema 
rimane in equilibrio durante il cambiamento; questi 
sono noti come processi reversibili. 

Nelle condizioni di temperatura costante, tipiche 
dei processi biologici, l'equazione [3.7] si riduce a 


as>1 [3.8] 
T 


La variazione di entropia di un processo reversibile 
a temperatura costante può essere determinato di- 
rettamente da misure del calore trasferito e della tem- 
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54 Capitolo 3 


PETE CI i ima 


le direzioni a seconda della concentrazione relativa 
dei reattanti e dei prodotti. La direzione di molte rea- 
zioni catalizzate da enzimi dipende dalla disponibili- 
tà del substrato e dalla domanda metabolica del pro- 
dotto (la maggior parte delle vie metaboliche opera 
però unidirezionalmente; paragrafo 15.6C). 


A. Le costanti di equilibrio 


[81 |La relazione tra la concentrazione e l’energia 
libera di una sostanza A (che viene derivata nell’ap- 
pendice di questo capitolo) è approssimativamente 

Ga-G3=RT In[(AJ [3.13] 
dove G4 è conosciuto sia come energia libera mo- 
lare parziale che come potenziale chimico di A 
(la barra indica la quantità per mole), GQ è l'energia 
libera molare parziale di A nel suo stato staziona- 
rio (paragrafo 3.4B), R è la costante dei gas (Tabella 
3.1) e [A] è la concentrazione molare di A. Quindi 
per la reazione generale non all’equilibrio 


aAh+bB == cC+dD 
poiché l’energia libera è una grandezza additiva e 
la variazione di energia libera di una reazione è la 
somma delle energie libere dei prodotti, sottratta di 
quella dei reattanti, ne risulta che 


AG=cGr+ dGp- aGa—bGg [3.14] 


Sostituendo questa relazione nell’equazione [3.13] si ha 


[CI [DI? 


AG=AG°+RT ln|_——— 
[AI [BP 


[3.15] 


dove AG® è la variazione di energia libera di una 
reazione quando tutti i reattanti ed i prodotti sono 
nei loro stati standard. L’equazione della variazione 
di energia libera di una reazione è composta da due 
parti: (1) un termine costante i cui valori dipendono 
soltanto dalla reazione che sta avvenendo e (2) un 
termine variabile che dipende dalle concentrazioni 
dei reattanti e dei prodotti, dalla stechiometria della 
reazione e dalla temperatura. 

Per una reazione all’equilibrio, non vi sono varia- 
zioni nette, in quanto l’energia libera della reazione 
in un senso bilancia esattamente quella della reazio- 
ne inversa. Di conseguenza il AG è uguale a zero e 
l'equazione [3.15] diventa 


AG°= — RT InKeq [3.16] 
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dove Keq è la costante di equilibrio della reazione: 


=|_SOeg DIE |\_,-acorr 
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e il pedice «eg» nei simboli delle concentrazioni dei 
reattanti e dei prodotti indica che sono i valori all’e- 
quilibrio. (La condizione di equilibrio risulta spesso 
evidente dal contesto della situazione e quindi il pe- 
dice «eq» non viene sempre utilizzato per indicare 
le concentrazioni all’equilibrio.) La costante di equi- 
librio di una reazione può essere calcolata dai valori 
di energia libera standard e viceversa. Nella Tabella 
3.3 sono riportate le relazioni numeriche tra AG° e 
Keq. Notate che una variazione di 10 volte della Keq 
corrisponde a una variazione di 5,7 kJ- mol”! nella 
AG® che è meno della metà dell’energia libera di un 
qualunque legame idrogeno. 

Le equazioni [3.15], [3.16] e [3.17] stanno ad indica- 
re che, quando le concentrazioni dei reattanti sono 
più elevate dei valori all’equilibrio, la reazione pro- 
cede nella direzione in avanti, fino a che l’eccesso 
dei reattanti non è convertito in prodotti e non si 
è raggiunto l’equilibrio. Allo stesso modo, quando 
i prodotti sono in eccesso, la reazione procederà in 
senso inverso, in modo da convertire i prodotti in 
reattanti fino a che il rapporto tra le rispettive con- 
centrazioni non diventi simile a quello tra le concen- 
trazioni all’equilibrio. Quindi, come viene stabilito 
dal principio di Le Chatelier, ogni deviazione dal- 
l’equilibrio stimola un processo che tende a riportare 
il sistema all’equilibrio. Tutti i sistemi chiusi devono 
di conseguenza raggiungere inevitabilmente l’equili- 
brio. 1 sistemi viventi eludono questo cul de sac ter- 
modinamico essendo sistemi aperti (paragrafo 15.6A). 

Possiamo osservare come varia la costante di equi- 
librio con la temperatura sostituendo l’equazione 
[3.10] nell’equazione [3.16] e riarrangiando 


106 34,3 
104 22,8 
102 11,4 
10! 5,7 
10° —5,7 
1072 -11,4 
1074 — 22,8 
1078 — 34,3 


ic PSTIARA ri TINI AAA 
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[82 ][83] 


LLILI 


I principi della termodinamica —55 
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-— AH°(1 45° 
R T R 


In Keg= [3.18] 


Se AH° e AS° sono indipendenti dalla temperatura, 
come in effetti sono con una ragionevole approssi- 
mazione, mettendo in grafico InKxq in funzione di 
1/T, noto come grafico di van’t Hoff, otteniamo una 
linea retta con una pendenza pari a — AH°/R e con 
un’intercetta pari a AS°/R. Questa relazione consen- 
te di determinare i valori di AH° e di AS° da misure 
di Keq a due (o più) diverse temperature. Non è 
quindi necessario per ottenere i valori di AH° e di 
AS° disporre di dati calorimetrici, che sono abbastan- 
za difficili da valutare nei processi biochimici. La 
maggior parte dei dati termodinamici in biochimica 
è stata ottenuta mediante l’applicazione dell’equazio- 
ne [3.18]. Di recente è stato introdotto l’uso del mi- 
crocalorimetro a scansione, con cui è possibile de- 
terminare valori di AH° per i processi biochimici. 


B. Variazioni di energia libera standard 


[ 82 ] Poiché è possibile misurare solo differenze nel- 
l’energia libera, AG, e non i suoi valori assoluti, è ne- 
cessario riferire queste variazioni a uno stato stan- 
dard per poter confrontare le energie libere di so- 
stanze diverse (proprio come riferiamo l’altitudine di 
località geografiche al livello del mare, che viene ar- 
bitrariamente considerato zero). Per convenzione, l’e- 
nergia libera degli elementi puri nel loro stato stan- 
dard: 25 °C, 1 atmosfera e nella loro forma più stabi- 
le (per esempio, O, e non 03), viene indicata come 
zero. L’energia libera di formazione di qualsiasi 
sostanza non elementare, AG?, viene definita come 
la variazione di energia libera che accompagna la for- 


mazione di una mole di quella sostanza nello stato - 


standard a partire dagli elementi che la compongo- 
no sempre nello stato standard. La variazione di ener- 
gia libera standard per ogni reazione può essere cal- 
colata sulla base di 


A4G°= LAG? (prodotti) — LAG? (reattanti) [3.19] 
La Tabella 3.4 riporta un elenco delle energie libe- 
re di formazione, AG?, di un gruppo di sostanze di 
particolare interesse biochimico. 
Lo stato standard in biochimica 
[83 ] Per convenzione in chimica fisica lo stato stan- 


dard viene definito come lo stato di un soluto che ha 
una attività di uno a 25 °C e a una atmosfera (l’atti- 


Composto k) a 1) 
Acetaldeide 139,7 
Acetato 7 369,2 
Acetil-CoA 374,1* 
cis-aconitato?— 920,9 
CO); 394,4 
CO; (ag) 386,2 
HCO7 587,1 
Citrato?- 1166,6 
Diidrossiacetone fosfato? > 1293,2 
Etanolo 181,5 
Fruttosio 915,4 
Fruttosio-6-fosfato? > 1758,3 
Fruttosio-1,6-bisfosfato*7 2600,8 
Fumarato? 7 604,2 
a-D-glucosio 917,2 
Glucosio-6-fosfato? — 1760,3 
Gliceraldeide-3-fosfato? 7 1285,6 
Ht 0,0 
H.(g) 0,0 
H0() 237,2 
Isocitrato?— 1160,0 
a-chetoglutarato?— 798,0 
Lattato 516,6 
L-malato?- 845,1 
OH 157,3 
Ossalacetato? — 797,2 
Fosfoenolpiruvato?— 1269,5 
2-fosfoglicerato3— 1285,6 
3-fosfoglicerato? — 1515,7 
Piruvato 7 : 474,5 
Succinato?- 690,2 
Succinil-CoA 686,7 * 


* Per formazione da elementi liberi e da CoA libero (Coenzima A). 
Fonte: Merzier, D.E., Biochemistry, the chemical reactions of living cells, pp. 
162-164, Academic Press, 1977. 


vità è la concentrazione corretta per il comportamen- 
to non ideale, come è spiegato nell’appendice di que- 
sto capitolo; per le soluzioni diluite, tipiche delle rea- 
zioni biochimiche, queste correzioni sono molto pic- 
cole e quindi le attività possono essere sostituite dalle 
concentrazioni). Poiché le reazioni biochimiche av- 
vengono di solito in soluzioni acquose diluite ad un 
pH vicino alla neutralità, è stata adottata una conven- 
zione diversa per definire lo stato standard per i si- 
stemi biologici: 


TINTI 
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Capitolo 3 
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dGa=n4RTd(lnKA+ln[A])=n4RTdIn[A] [3.A7] 


L’energia libera, come l’energia e l’entalpia, è una grandezza relativa che 
può essere definita solo utilizzando come termine di paragone uno stato stan- 
dard, anche arbitrario. Gli stati standard vengono di norma considerati a 25 
°C, ad una atmosfera e per semplicità di calcolo [A]= 1. L’integrazione dell’e- 
quazione [3.A7] dallo stato standard [A]=1 allo stato finale [A]=[A], porta a 


Ga- GA=NART In[A] [3.A8] 


dove G% è l’energia libera di A nello stato standard e [A] in effetti rappre- 
senta il rapporto [A]/1. Poiché la legge di Henry è valida per le soluzioni reali 
soltanto a diluizione infinita, lo stato standard viene definito in via puramen- 
te ipotetica come lo stato di una soluzione 1M di soluto le cui proprietà do- 
vrebbero essere quelle di una soluzione diluita all’infinito. 

I termini di energia libera nell’equazione [3.A8] possono essere convertiti 
da entità estensive (che dipendono dalla quantità di materiale) a entità in- 
tensive (che non dipendono dalla quantità di materiale), dividendo entram- 
bi i lati dell'equazione per na. Così otteniamo 


Ga-GR=RT In[A] [3.A9] 


L’equazione [3.A9] è limitata dal fatto che si riferisce a soluzioni che seguano 
la legge di Henry, mentre le soluzioni reali si comportano in questo modo 
solo se la diluizione è infinita oppure se il soluto è volatile: Queste difficoltà 
possono essere superate se [A] viene sostituito nell’equazione [3.A9] con l’en- 
tità ay, nota come l’attività di A. Quest'ultima è definita da 


aa=%va[A] [3.A10] 


dove ya è il coefficiente di attività di A. L’equazione [3.A9] assume quin- 
di la forma di 


Ga-GA=RT Inag [3.A11] 


in cui tutte le deviazioni dal comportamento ideale, compresa la possibilità 
che il sistema generi un lavoro non P-V, sono incorporate nel coefficiente 
di attività, entità che può essere determinata sperimentalmente. Il comporta- 
mento ideale può essere raggiunto solo a diluizione infinita; cioè ya tende 
a 1 quando [A] tende a zero. Lo stato standard nell’equazione [3.A11] viene 
quindi definito come quello con attività pari all’unità. 

Le concentrazioni dei reattanti e dei prodotti nella maggior parte delle rea- 
zioni biochimiche sono di solito così basse (nell’ordine del millimolare o me- 
no) da far sì che il coefficiente di attività di queste sostanze sia vicino all’uni- 
tà. Di conseguenza, le attività di molte specie biochimiche in condizioni fisio- 
logiche possono essere approssimate in modo soddisfacente dalle loro 
concentrazioni molari: 


Ga-GG=RT In[A] [3.13] 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO 
[se_]La prima legge della termodinamica 
u=q-w [3.1] 


dove q è il calore e w è il lavoro, è analoga alla legge 
di conservazione dell’energia. L'energia è una funzio- 
ne di stato in quanto l’energia di un sistema dipende 
soltanto dallo stato del sistema stesso. L’entalpia, 


H=U+PV [3.2] 


dove P è la pressione e V è il volume, è una funzione 
di stato strettamente correlata, che rappresenta il ca- 
lore a pressione costante in condizioni in cui è possi- 
bile generare solo lavoro pressione-volume. L’entropia, 
che è pure una funzione di stato, viene definita come 


dove W, il disordine, è il numero di modi equivalenti 
che il sistema può assumere nelle condizioni che lo 
governano; ks è la costante di Boltzmann. La secon- 
da legge della termodinamica stabilisce che l’Univer- 
so tende verso il massimo disordine e quindi per i pro- 
cessi reali, AS>O. L’energia libera di Gibbs di un si- 
stema 


G=H-TS [3.9] 


diminuisce nei processi spontanei a pressione costan- 
te. In un processo all’equilibrio, il sistema non subi- 
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sce modificazioni nette e quindi AG=0. Un proces- 
so ideale in cui il sistema è sempre all’equilibrio, 
viene detto reversibile. Tutti i processi reali sono ir- 
reversibili poiché i processi all’equilibrio possono av- 
venire solo a velocità infinitesimali. Per una reazio- 
ne chimica 


aA+bB == cC+dD 


la variazione di energia libera di Gibbs è espressa da 


AG=AG°+RT In [3.15] 


[A]°[B. 


[CID]? 


dove AG® è la variazione di energia libera standard 
cioè misurata a 25 °C, ad 1 atmosfera e con un’atti- 
vità dei reattanti e dei prodotti pari all’unità. Lo sta- 
to standard biochimico, AG°', è definito in modo ana- 
logo, ma in soluzioni diluite a pH 7,0 e le attività del- 
l’acqua e degli ioni H* sono considerate pari all’uni- 
tà. All’equilibrio 


, [Oleg [DIA 
AG°'=- RT ln Kig= RT ln a res [19.172] 


dove Ki è la costante di equilibrio secondo la conven- 
zione biochimica. Una reazione endoergonica (AG>0) 
può essere guidata da una reazione esoergonica 
(AG<0) se esse sono accoppiate e se la reazione com- 
plessiva è esoergonica. 
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Gli amminoacidi 


[88 | Non è certo sorprendente che la maggior parte 
delle prime ricerche biochimiche si sia occupata pre- 
valentemente delle proteine. Queste rappresentano 
la classe di macromolecole biologiche le cui proprie- 
tà chimico-fisiche sono state meglio definite e di con- 
seguenza sono più facilmente isolabili e caratterizza- 
bili degli acidi nucleici, dei polisaccaridi e dei lipidi. 
Inoltre, le proteine, soprattutto nella forma di enzi- 
mi, hanno funzioni biochimiche facilmente indivi- 
duabili. Il ruolo centrale che le proteine hanno nei 
processi biologici è stato quindi riconosciuto fin da- 
gli albori della biochimica. Al contrario, il ruolo de- 
gli acidi nucleici nella trasmissione e nell’espressione 
dell’informazione genetica è stato realizzato appieno 
solo alla fine degli anni °40; quello dei lipidi come 
componenti essenziali delle membrane biologiche è 
stato apprezzato solo negli anni ’60; mentre le fun- 
zioni biologiche dei polisaccaridi sono almeno in parte 
ancora sconosciute. È 

In questo capitolo studieremo le proprietà delle uni- 
tà monomeriche delle proteine, gli amminoacidi. Le 
proteine vengono sintetizzate a partire da questi com- 
posti mediante un processo molto complesso, descritto 
nel Capitolo 30. Gli amminoacidi sono pure metabo- 
liti energetici e molti di essi sono nutrienti essenziali 
(Capitolo 24). Vedremo anche come molti amminoa- 
cidi e i loro derivati sono di per sé biochimicamente 
importanti. 


1. GLI AMMINOACIDI DELLE PROTEINE 


[89 ]L’analisi di un grande numero di proteine da 
praticamente tutte le fonti disponibili ha dimostrato 
che tutte le proteine sono composte da 20 amminoaci- 
di «standard», elencati nella Tabella 4.1, a pag. 64. Que- 
sti composti sono noti come a-amminoacidi in quan- 
to, con la sola eccezione della prolina, essi hanno un 
gruppo amminico primario e un gruppo carbossilico 
legati allo stesso atomo di carbonio (Fig. 4.1). (La proli- 
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; 
HaN—Cz- COOH 
H 


Figura 4.1 La formula di struttura generale per un a-amminoacido. 
Vi sono venti diversi gruppi R negli amminoacidi presenti comune- 
mente nelle proteine. 


na, l’eccezione a questa regola generale, ha un grup- 
po amminico secondario e quindi è un a-immino- 
acido.) 


A. Proprietà generali 


Eso ]I valori di pK dei 20 a-amminoacidi «standard» 
delle proteine sono riportati nella Tabella 4.2. I sim- 
boli pK, e pK° si riferiscono rispettivamente al grup- 
po a-carbossilico e al gruppo a-amminico, il simbolo 
pKx si riferisce invece ai gruppi con proprietà acido- 
basiche eventualmente presenti sulla catena laterale. 
La Tabella 4.2 ci dice che i valori di pK dei gruppi 
carbossilici dei venti amminoacidi sono compresi in 
un piccolo ambito, intorno al valore 2,2; quindi so- 
pra pH 3,5 praticamente tutti questi gruppi si trova- 
no in forma di ione carbossilato. I gruppi d-amminici 
hanno valori di pK vicini a 9,4 e sono principalmen- 
te sotto forma di ione ammonio vicini a valori di pH 
inferiori a 8,0. Questo fatto ci porta ad un importan- 
te punto strutturale: nella regione fisiologica del pH, 
sia il gruppo carbossilico che il gruppo amminico de- 
gli a-amminoacidi sono nella forma completamente 
ionizzata (Fig. 4.2). 

Un amminoacido può quindi comportarsi sia come 
un acido che come una base. Le sostanze con questo 
tipo di proprietà vengono dette anfoteri oppure an- 
foliti, cioè elettroliti anfoteri. Nel paragrafo 4.1D ana- 
lizzeremo più in dettaglio le proprietà acido-base de- 
gli amminoacidi. 

Le molecole che hanno gruppi carichi con polarità 
opposta sono note con il nome di zwitterioni oppu- 
re di ioni dipolari. Il carattere zwitterionico degli 
a-amminoacidi è stato stabilito con molti metodi di- 
versi, come la spettroscopia e l’analisi strutturale ai 
raggi X (allo stato solido gli a-amminoacidi sono awit- 


R 
+ | si 
HgN —C—C00 
H 


Figura 4.2 La forma zwitterionica di un a-amminoacido presente a 
valori di pH fisiologici. 


terioni in quanto il gruppo amminico basico sottrae 
un protone al gruppo carbossilico acido che è nelle 
vicinanze). 

Essendo gli amminoacidi degli zwitterioni, le loro pro- 
prietà fisiche sono caratteristiche dei composti ioni- 
ci. Per esempio, gli a-amminoacidi hanno punti di 
fusione intorno a 300 °C, mentre i loro derivati non 
ionici hanno di solito punti di fusione vicini a 100 
°C. Inoltre, gli amminoacidi, come gli altri composti 
ionici, sono maggiormente solubili nei solventi pola- 
ri che in quelli non polari. La maggior parte degli 
amminoacidi è molto solubile in acqua e praticamen- 
te insolubile in molti solventi organici. 


B. Legami peptidici 


[91 ]Gli a-amminoacidi polimerizzano almeno con- 
cettualmente mediante l’eliminazione di una mole- 
cola di acqua, come è indicato nella Fig. 4.3. Il risul- 
tante legame CO—NH viene chiamato legame pep- 
tidico. I polimeri contenenti due, tre, pochi (da tre 
a dieci) oppure molti residui amminoacidici (chia- 


pKi pKa PKr 


e amminaszido! 1 ar OO0H — @NH} catena laterale 


Alanina 2,35 9,87 

Arginina 1,82 8,99 12,48 (guanidino) 
Asparagina 2,1 8,84 

Acido aspartico 1,99 9,90 3,90 (68-COOH) 
Cisteina 1,92 10,78 8,33 (sulfidrile) 
Acido glutammico 2,10 9,47 4,07 (y-COOH) 
Glutammina 2,17 9,13 

Glicina 2,35 9,78 

Istidina 1,80 9,33 6,04 (imidazolo) 
Isoleucina 2,32 9,76 

Leucina 2,33 9,74 

Lisina 2,16 9,18. 10,79 (£-NH3) 
Metionina 2,13 9,28 

Fenilalanina 2,16 9,18 

Prolina 2,95 10,65 

Serina 2,19 9,21 

Treonina 2,09 9,10 

Triptofano 2,43 9,44 

Tirosina 2,20 9,11 10,13 (fenolo) 
Valina 2,29 9,74 


Fonte: Dawson, R.M.C., ELuoTT, D.C., ELuiotT, W.H. e Jones, K.M., Data for 
biochemical research, 2? ed., pp. 1-63, Oxford University Press, 1969. 
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66 Capitolo 4 


R, 0 H R, 0 
Rn a, gl de 
HiN—C—C + H-N—C—C 
IU\NL_ Pea e 
H 0 HH 0 
H30 
R, 0 R (0) 
pitt 
H3N-C—C—-N—C— 
ci ba 
H H H (0) 


Figura 4.3 La condensazione di due a-amminoacidi per formare un 
dipeptide. Il legame peptidico è mostrato in rosso. 


mati alternativamente unità peptidiche) sono detti 
rispettivamente dipeptidi, tripeptidi, oligopepti- 
di oppure polipeptidi. Spesso però queste sostanze 
vengono identificate più semplicemente con il ter- 
mine generico di «peptide». I polipeptidi possono con- 
tenere da circa 40 fino a più di 4000 residui ammi- 
noacidici e, poiché la massa molecolare media degli 
amminoacidi è circa 110 D, essi hanno masse mole- 
colari che variano da circa 4 a 440 kD. 

I polipeptidi sono polimeri lineari; ogni residuo 
amminoacidico si lega a quello vicino con un sistema 
testa-coda e non si formano catene ramificate. Que- 
sta osservazione riflette e sottolinea l’elegante sem- 
plicità dei sistemi utilizzati dagli organismi viventi 
per costruire queste macromolecole; gli acidi nuclei- 
ci, che codificano le sequenze amminoacidiche delle 
proteine, sono anch'essi, come vedremo in seguito, 
polimeri lineari. Questo permette di beneficiare di 
una diretta corrispondenza tra la sequenza di mono- 
meri (nucleotidi) dell’acido nucleico e la corrispon- 
dente sequenza di monomeri (amminoacidi) del poli- 
peptide senza la complicazione addizionale di dover 
specificare la posizione e la sequenza delle catene ra- 
mificanti. 


Con la possibilità di scegliere tra 20 diversi ammi- 


noacidi per ogni posizione della catena polipeptidi- 
ca, è facile vedere che può esistere un numero prati- 
camente infinito di proteine diverse. Per i dipeptidi, 
per esempio, ognuna delle venti diverse scelte per 
il primo amminoacido deve essere combinata con le 
altre venti possibilità per il residuo amminoacidico 
nella seconda posizione; possiamo quindi ottenere un 
totale di 20°=400 dipeptidi diversi. Analogamente, 
per i tripeptidi, ognuna delle 400 possibilità che ab- 
biamo con i dipeptidi deve essere moltiplicata per 
altre venti scelte per la terza posizione, cioè per un 
totale di 20°=8 000 tripeptidi diversi. Una tipica mo- 
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lecola proteica è costituita da una singola catena poli- 
peptidica di circa 100 residui amminoacidici. Vi sono 
20190 = 1,27 Xx 10150 catene palipeptidiche possibili tut- 
te di questa lunghezza; questo valore è così grande 
da superare il numero di atomi che si pensa sia pre- 
sente nell’Universo (9X 1075). La natura ha ovvia- 
mente prodotto solo una piccola frazione delle possi- 
bili diverse proteine. I vari tipi di organismi presenti 
sulla Terra sintetizzano comunque collettivamente un 
enorme numero di molecole proteiche diverse, le cui 
proprietà chimico-fisiche originano in gran parte dal- 
le varie proprietà dei 20 amminoacidi «standard». 


C. Classificazione e caratteristiche 


[92 ]Il modo più comune e quindi più utile per clas- 
sificare i venti amminoacidi «standard» è quello che 
tiene conto della polarità delle catene laterali (grup- 
pi R) dei singoli amminoacidi. Ciò perché le protei- 
ne si avvolgono fino a raggiungere la loro conforma- 
zione nativa principalmente in risposta alla tenden- 
za a sottrarre al contatto con il solvente acquoso le 
catene laterali idrofobiche e a solvatare quelle idrofi- 
liche (Capitoli 7 e 8). Secondo questo schema di clas- 
sificazione, vi sono tre tipi di amminoacidi: (1) quelli 
con i gruppi R non polari, (2) quelli con i gruppi R 
polari non carichi e (3) quelli con i gruppi R polari 
e carichi. 


Le catene laterali degli amminoacidi non polari 
hanno una grande varietà di forme 
e di dimensioni 


[93 ] Nove amminoacidi fanno parte di questa clas- 
se, cioè di quelli con catena laterale non polare. La 
glicina (scoperta nel 1820 come componente della 
gelatina, è stato il primo amminoacido ad essere iden- 
tificato negli idrolizzati proteici) ha la catena laterale 
più piccola possibile, un atomo di idrogeno. L’alani- 
na, la valina, la leucina e l’isoleucina hanno cate- 
ne laterali idrocarburiche alifatiche che vanno come 
dimensioni dal gruppo metilico nell’alanina ai grup- 
pi butilici isomerici della leucina e dell’isoleucina. La 
metionina ha una catena laterale contenente un ete- 
re tiolico, che ricorda in molte delle sue proprietà 
fisiche un gruppo n-butilico (gli atomi C ed S hanno 
approssimativamente la stessa elettronegatività e l’a- 
tomo S occupa lo stesso spazio di un gruppo metile- 
nico). La prolina, un a-imminoacido ciclico, ha limi 
tazioni conformazionali determinate dalla natura ci- 
clica del suo gruppo laterale pirrolidinico, che è uni- 
co tra i venti amminoacidi «standard». La fenilala- 
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nina, con la sua unità fenilica, ed il triptofano, con 
il suo gruppo indolico, contengono gruppi laterali aro- 
matici caratterizzati sia dalle grosse dimensioni che 
dalla mancanza di polarità. 


Le catene laterali polari non cariche 
hanno gruppi ossidrilici, amidici e tiolici 


[94 | Di questa classe fanno parte sei amminoacidi. 
La serina e la treonina hanno gruppi R di dimen- 
sioni diverse con gruppi ossidrilici. L’asparagina e 
la glutammina hanno una catena laterale di diversa 
lunghezza con un gruppo amidico. La tirosina ha 
un gruppo fenolico. La cisteina ha un gruppo tiolico 
che è unico tra i venti amminoacidi e può formare 
con un altro residuo di cisteina un legame disolfuro 
(Fig. 4.4). Nella letteratura biochimica più vecchia 
questo composto dimerico viene definito come l’am- 


iS 3E 
H—C—CH,—SH +  HS—CH,—C-H 
di cisteima  !0 di cisteina 
H90 
6=o NH 
H—C—CH, Ss S—CH,—C—H 
NE 6—o 


I | 
Residuo di cistina 


Figura 4.4 Il residuo di cistina consiste di due residui di cisteina uniti 
da un ponte disolfuro. 


minoacido cistina. Il legame (o ponte) disolfuro ha 
una grande importanza nella struttura delle protei- 
ne: esso può mettere in connessione catene separate 
oppure formare legami crociati tra residui di cisteina 
della stessa catena. La somiglianza tra i nomi cistei- 
na e cistina ha sempre creato una certa confusione 
e la cisteina è stata occasionalmente chiamata anche 
metà cistina. La scoperta che la formazione della 
cistina ha luogo mediante il legame crociato di resi- 
dui di cisteina solo dopo che la catena polipeptidica 
è stata sintetizzata, ha determinato un utilizzo sem- 
pre meno frequente del nome cistina. 


Le catene laterali polari cariche 
possono essere positive o negative 


[95 ] Cinque amminoacidi hanno catene laterali ca- 
riche. Gli amminoacidi basici hanno cariche positive 
ad un pH fisiologico e comprendono la lisina, che 
ha una catena laterale butilamminica, l’arginina, che 
ha un gruppo guanidinico, e l’istidina che presenta 
un gruppo imidazolico. Dei venti amminoacidi «stan- 
dard», soltanto l’istidina, con un pKr di 6,0, si io- 


nizza a valori di pH fisiologico. A pH 6,0 soltanto . 


il 50% della sua catena laterale imidazolica è carica 
così che all’altra estremità basica del campo del pH 
fisiologico l’istidina è neutra. Come conseguenza, la 
catena dell’istidina partecipa molto spesso alle rea- 
zioni catalitiche degli enzimi. Gli amminoacidi aci- 
do aspartico e acido glutammico sono carichi ne- 
gativamente a valori di pH superiori a 3; nel loro 
stato ionizzato essi vengono chiamati aspartato e 
glutammato. L’asparagina e la glutammina sono ri- 
spettivamente le amidi dell’acido aspartico e dell’a- 
cido glutammico. 

La collocazione dei venti amminoacidi nelle tre clas- 
si è ovviamente piuttosto arbitraria. Per esempio, la 
glicina e l’alanina, gli amminoacidi più piccoli, e il 
triptofano con il suo anello eterociclico possono esse- 
re classificati come amminoacidi polari non carichi. 
Analogamente, la tirosina e la cisteina con i loro grup- 
pi ionizzabili possono essere considerati anche am- 
minoacidi polari carichi, in particolare a pH alti; l’a- 
sparagina e la glutammina sono praticamente polari 
come i loro corrispondenti carbossilati aspartato e glu- 
tammato. 

I venti amminoacidi variano considerevolmente per 
le loro proprietà chimico-fisiche come la polarità, l’a- 
cidità, la basicità, l’aromaticità, la dimensione, la fles- 
sibilità conformazionale, la capacità di formare lega- 
mi crociati e legami idrogeno e la reattività chimica. 
Queste caratteristiche, molte delle quali sono inter- 
correlate, sono in gran parte responsabili della varie- 
tà di proprietà delle proteine. 


D. Proprietà acido-base 


[96 ] Gli amminoacidi e le proteine hanno proprietà 
acido-basiche considerevoli. Gli a-amminoacidi han- 
no due oppure, per quegli amminoacidi con catene 
laterali ionizzabili, tre gruppi acido-base. La curva 
di titolazione della glicina, il più semplice degli am- 
minoacidi, è rappresentata nella Fig. 4.5. A valori 
di pH bassi, entrambi i gruppi acido-base della glici- 
na sono completamente protonati e la molecola assu- 
me la forma cationica *H3NCH,COOH. Nel corso del- 
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Figura 4.7 Il tetrapeptide Ala-Tyr-Asp-Gly. 
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Figura 4.8 Uso delle lettere greche per identificare gli atomi nei grup- 
pi R di residui di lisina e di glutammato. 


I residui amminoacidici in un polipeptide vengono 
chiamati sostituendo il suffisso ina del nome dell’am- 
minoacido con il suffisso il. Le catene polipeptidiche 
vengono descritte a partire dall’amminoterminale 
(chiamato anche N-terminale) e procedendo sequen- 
zialmente residuo dopo residuo fino al carbossiter- 
minale (il C-terminale). Al residuo carbossitermina- 
le viene dato il nome normale dell’amminoacido. 
Quindi l’alaniltirosilaspartilglicina è il composto ri- 
portato nella Fig. 4.7. Per effetto di queste regole di 
nomenclatura, il nome di catene polipeptidiche con 
più di pochi amminoacidi diventa estremamente sco- 
modo da usare. Le abbreviazioni degli amminoacidi 
hanno in parte risolto questo problema. Il peptide 
visto in precedenza diventa Ala-Tyr-Asp-Gly usando 
le abbreviazioni a tre lettere e AYDG usando invece 
quelle ad una lettera. Notate che queste sequenze’ ab- 
breviate sono sempre scritte a partire dall’ammino- 
terminale (il primo a sinistra) verso il carbossitermi- 
nale (l’ultimo a destra). 

I vari atomi delle catene laterali degli amminoacidi 
sono spesso indicati in sequenza con lettere dell’alfa- 
beto greco a partire dall’atomo di carbonio adiacente 
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al gruppo carbonilico impegnato nel legame peptidi- 
co. Come è mostrato nella Fig. 4.8, si dice che il resi- 
duo di lisina ha un gruppo amminico e e che il glu- 
tammico ha un gruppo carbossilico y. Sfortunatamen- 
te, per alcuni amminoacidi questo sistema di nume- 
razione risulta piuttosto ambiguo. Di conseguenza, 
vengono usati anche gli schemi standard di numera- 
zione per i composti organici. Questi sono riportati 
nella Tabella 4.1 per le catene laterali eterocicliche. 


2. ATTIVITA OTTICA 


[99 ] Gli amminoacidi isolati per idrolisi blanda del- 
le proteine sono, ad eccezione della glicina, tutti ot- 
ticamente attivi, cioè ruotano il piano della luce po- 
larizzata (vedi più avanti). 

Le molecole otticamente attive hanno un’asimme- 
tria, nel senso che non sono sovrapponibili alla loro 
immagine speculare, allo stesso modo che la mano 
sinistra non è sovrapponibile alla sua immagine nel- 
lo specchio, che è la mano destra. Questa situazione 
è caratteristica delle sostanze che contengono atomi 
di carbonio tetraedrici con quattro sostituenti diver- 
si. Le due molecole mostrate nella Fig. 4.9 non sono 
sovrapponibili in quanto sono immagini speculari. 
L’atomo centrale di questa costellazione atomica vie- 
ne detto centro asimmetrico o centro chiralico 
e si dice che presenta una chiralità (dal greco: cheir, 
mano). Gli atomi di carbonio a di tutti gli amminoa- 
cidi, esclusa la glicina, sono centri asimmetrici. La 
glicina che ha due atomi di idrogeno come sostituen- 
ti nel suo Ca, è sovrapponibile alla sua immagine 
speculare e quindi non è otticamente attiva. 

Le molecole che hanno immagini speculari non so- 
vrapponibili vengono dette enantiomeri di un’al- 
tra. Le molecole enantiomeriche sono praticamente 
fisicamente e chimicamente indistinguibili anche se 
analizzate con tecniche sofisticate. Soltanto quando 
vengono analizzate in modo asimmetrico, ad esem- 
pio con la luce polarizzata oppure con reagenti che 


Br 
Piano dello specchio 


tr 
I 

È 

ni 

è 

I 

tr 


Figura 4.9 I due enantiomeri del fluoroclorobromometano. | quattro 
sostituenti sono disposti tetraedricamente attorno all’atomo centrale. 
| puntini indicano che uno dei sostituenti giace dietro il piano della 
carta, un triangolo allungato che giace al di sopra del piano della 
carta e la linea sottile che giace sul piano della carta. Il piano dello 
specchio che mette in relazione gli enantiomeri è indicato dai trattini 
rossi. 


[100] 
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contengono anch’essi centri chiralici, gli enantiomeri 
possono essere distinti o modificati in modo specifico. 

Vi sono tre sistemi di nomenclatura comunemente 
usati per classificare un particolare stereoisomero di 
una molecola otticamente attiva. Questi sistemi sono 
spiegati nei prossimi paragrafi. 


A. Una classificazione operazionale 


[100 ] Le molecole vengono classificate come destro- 
rotatorie (oppure destrogire) o come levorotatorie 
(levogire) a seconda che esse ruotino, dal punto di 
vista dell’osservatore, il piano della luce polarizzata 
nel senso del movimento delle lancette dell’orologio 
oppure in senso contrario al movimento delle lancet- 
te dell’orologio. Questa rotazione può essere deter- 
minata mediante uno strumento conosciuto come po- 
larimetro (Fig. 4.10). La rotazione specifica rap- 
presenta la misura quantitativa dell’attività ottica di 
una molecola: 


25 rotazione osservata (gradi) 
[alb = x [4.2] 
lunghezza del s concentrazione 
percorso ottico (dm) (g-cm73) 


dove l’apice 25 si riferisce alla temperatura a cui ven- 
gono effettuate di norma le misure con il polarime- 
tro (25 °C) e il pedice D indica la luce monocromatica 
che viene tradizionalmente utilizzata nel polarime- 


Figura 4.10 Rappresentazione schematica di un polarimetro, un ap- 
parecchio usato per la misura della rotazione ottica. 


Analizzatore 
(può essere ruotato) 


Tubo del 
polarimetro . 


Polarizzatore / 
fisso 5 


tro, la cosiddetta linea D dello spettro del sodio 
(589,3 nm). Le molecole destrogire o levogire posso- 
no avere valori di [a}}} positivi o negativi. Le mole- 
cole destrogire sono sempre indicate con il prefisso 
(+) e i loro enantiomeri levogiri con il prefisso (—). 
In un sistema arcaico, esse venivano indicate con d 
(destro) oppure con | (levo). 

Il segno e l'ampiezza della rotazione specifica di- 
pendono dalla struttura della molecola in una rela- 
zione complicata e non ancora completamente com- 
presa. Non è possibile predire con certezza né il se- 
gno né l’ampiezza della rotazione specifica di una 
data molecola. Per esempio, la prolina, la leucina e 
l’arginina, isolate dalle proteine, hanno in soluzioni 
acquose pure, rotazioni specifiche rispettivamente di 
—86,2, — 10,4 e + 12,5. I loro enantiomeri hanno va- 
lori di [w]}" della stessa ampiezza, ma con segno con- 
trario. Come ci si deve aspettare dalla natura acido- 
basica degli amminoacidi, queste entità variano con 
il pH della soluzione. 

Il problema non risolto dal sistema di classificazio- 
ne operazionale degli isomeri ottici è dato dal fatto 
che non sono fornite informazioni sulla configura- 
zione assoluta (la disposizione spaziale) dei gruppi 
chimici intorno al centro chiralico. Inoltre, una mo- 
lecola con più di un centro chiralico può avere una 
rotazione ottica che non è correlata al potere rotato- 
rio di uno specifico centro di asimmetria. Per questa 
ragione, i sistemi di classificazione che vedremo in 
seguito sono più utili. 


+90° & 
Scala in gradi — E 
(fissa) 3 


Il piano di polarizzazione 
della luce emergente 
non è lo stesso di 
quelio della luce che 
entra nel tubo 


Le sostanze otticamente 
attive poste in questo 
tubo causano una 
rotazione del piano 
della luce polarizzata 
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con numero atomico alto e poi quelli con numero ato- 
mico basso. Per. esempio, l’atomo di ossigeno di un 
gruppo OH viene prima dell’atomo di carbonio di 
un gruppo CH; che è legato allo stesso atomo C chi- 
ralico. Se il primo atomo di due gruppi sostituenti 
è lo stesso, la priorità tra i gruppi viene stabilita sulla 
base del numero atomico del secondo atomo, oppure 
del terzo, e così via. Quindi il gruppo CH,0H ha la 
precedenza sul gruppo CHs. Vi sono anche altre re- 
gole per stabilire le priorità di gruppi sostituenti con 
una molteplicità di legami e con isotopi diversi (que- 
ste regole sono riportate in alcune voci bibliografi- 
che alla fine del capitolo, oppure in molti testi di chi- 
mica organica). L’ordine di priorità per alcuni dei 


x 


gruppi funzionali più comuni è 


SH>OH>NH,> C00H> CHO 
>CH:0H>CgH;>CH3>?H>!H 


Notate che ogni gruppo sostituente in un centro chi- 
ralico deve avere diversa priorità; in caso contrario 
il centro potrebbe non essere asimmetrico. 

Ai gruppi con diversa priorità vengono assegnate 
le lettere W, X, Y e Z in modo che l’origine di priori- 
tà sia W>X> Y>Z. Per stabilire la sua configurazio- 
ne, il centro chiralico viene osservato a partire dal 
gruppo Z (quello con la priorità minore). Se l’ordine 


CHO,x; 
CHO (x > 


HO C -H 5 (E) OH ww) 
CH OH 4 
à CH,0H y, 
L-gliceraldeide (S)-gliceraldeide 


Figura 4.16 La formula di struttura della i-gliceraldeide e la sua equi- 
valente rappresentazione nel sistema (RS), che mostra come sia 
(Sì-gliceraldeide. Nel secondo disegno, l'atomo chiralico è rappresen- 
tato dal cerchio e l'atomo H, che sta sotto il piano del foglio è rappre- 
sentato dal cerchio concentrico più piccolo (tratteggiato). 


COO —00C {x} vw 
+ 5 + 
HsN—C=H ° NH3 .w 


HgCm 
(S)-alanina 


sentazione equivalente nel sistema (RS). z 
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degli altri gruppi W —> X —> Y segue il movimen- 
to delle lancette dell’orologio, la configurazione del cen- 
tro asimmetrico viene detta (R) (dal latino: rectus, de- 
stro). Se invece l’ordine dei gruppi W—>X > Y 
è in senso contrario al movimento delle lancette del- 
l’orologio, il centro asimmetrico viene chiamato ($) (dal 
latino: sinistrus, sinistro). La L-gliceraldeide viene 
quindi detta (S)-gliceraldeide (Fig. 4.16) e analogamen- 
te l’r-alanina diventa (S)-alanina (Fig. 4.17). Tutti gli 
L-amminoacidi presenti nelle proteine sono di con- 
seguenza (S)-amminoacidi, con la sola eccezione del- 
la L-cisteina che è (R)-cisteina. 


H H 
H3C . .0H Hg3C CHyCH3z 
"00C NH -00C NH 
H H 
2S, 3R-treonina 2S, 3S-isoleucina 


Figura 4.18 Diagrammi delle proiezioni di Newman degli stereoiso- 
meri della treonina e della isoleucina presenti nelle proteine. Qui 
il legame C,—Cg è proiettato verticalmente. L'atomo C, è rappre- 
sentato dalla confluenza delle tre linee di legame dei suoi sostituenti; 
il Cg è invece rappresentato dal cerchio, da cui escono le proiezioni 
dei suoi sostituenti. 


Il maggiore vantaggio di questo sistema detto di 
Cahn-Ingold-Prelog oppure sistema (RS) è dato 
dal fatto che la chiralità dei composti con più centri 
asimmetrici può essere descritta senza ambiguità. 
Quindi, nel sistema (RS) l’L-treonina diventa (25, 3R) 
treonina e l’L-isoleucina è (25, 35)-isoleucina (Fig. 4.18). 


I centri prochiralici 

hanno sostituenti distinguibili 

[104 ] Due gruppi sostituenti chimicamente identici le- 
gati ad un centro chiralico sono geometricamente di- 
stinti; cioè il centro non ha una simmetria rotaziona- 
le e potrebbe essere designato in modo non ambiguo 
sia di tipo (S) e sia di tipo (R). Consideriamo per esem- 
pio i sostituenti dell'atomo C(1) dell’etanolo (il grup- 
po CH2). Se uno di questi atomi di idrogeno venisse 
convertito in un altro atomo o in gruppo funzionale 
(diverso però da CH; o da OH), l’atomo C(1) divente- 
rebbe un centro chiralico. I due atomi di idrogeno 
vengono quindi detti prochiralici. Se ora noi asse- 
gnamo arbitrariamente i pedici a e b agli atomi di 
idrogeno (Fig. 4.19), Hy viene detto pro-R in quan- 
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(a) (6) 
Hy,(pro-R) Hj0 “on 


@ 7 


HgC x ___0H H,{(pro-S) 


Figura 4.19 Viste dell’etanolo: (a) guardando dal C(1) all’atomo H,, 
l'atomo pro-S. (b) guardando dal C(1) all’atomo HL, l'atomo H pro-R. 


(a) H (b) 


PASS | 
H3C "0 H 


Figura 4.20 Viste dell’acetaldeide dalla faccia re (a) e dalla faccia si (b). 


to, utilizzando H, come il gruppo Z di un centro 
chiralico, la priorità degli altri sostituenti diminuisce 
nella direzione seguita dalle lancette dell’orologio. L’a- 
tomo Hy viene ovviamente detto pro-S. 

Anche gli oggetti planari senza simmetria rotazio- 
nale hanno proprietà prochiraliche. Per esempio, in 
molte reazioni enzimatiche l’addizione stereospecifi- 
ca ad un atomo di carbonio trigonale avviene da un 
particolare lato di quell’atomo in modo da generare 
un centro chiralico (paragrafo 12.2A). Se un atomo 
di carbonio trigonale è posto di faccia all’osservato- 
re, in modo che l’ordine della priorità dei suoi sosti- 
tuenti diminuisca verso destra (nel senso dell’orolo- 
gio) (Fig. 4.20a), quella faccia viene detta faccia re 
(da rectus, destro). La faccia opposta viene chiamata 
faccia si (da sinistrus) poiché le priorità dei sosti- 
tuenti in questo caso decrescono spostandosi verso 
sinistra (in senso contrario all’orologio) (Fig. 4.20D). 
Se confrontiamo le Figg. 4.19a e 4.20a, possiamo os- 
servare che un atomo di idrogeno aggiunto alla fac- 
cia re dell'atomo di carbonio C(1) dell’acetaldeide oc- 
cupa la posizione pro-R del risultante centro tetrae- 
drico. Al contrario, si viene a generare un atomo di 
idrogeno pro-S dalla aggiunta alla faccia si di questo 
centro trigonale (Fig. 4.19b e Fig. 4.20b). 

Il sistema (RS) non è al momento molto usato in 
biochimica probabilmente perché i composti tra lo- 
ro molto simili hanno la stessa rappresentazione con- 
formazionale secondo la convenzione di Fischer, men- 
tre possono avere rappresentazioni diverse con il si- 
stema (RS). Di conseguenza, useremo nella maggior 
parte dei casi la convenzione di Fischer. Il sistema 


(RS) è però indispensabile per descrivere la prochi- 
ralità e le reazioni stereospecifiche e vedremo che 
questo sistema diventa insostituibile quando analiz- 
zeremo le reazioni enzimatiche. 


D. Chiralità e biochimica 


[105 ] La sintesi chimica ordinaria delle molecole chi- 
raliche produce sempre miscele racemiche di que- 
ste molecole (uguali quantità di ogni membro della 
coppia di enantiomeri), in quanto i processi chimici 
e fisici non hanno predisposizioni stereochimiche. Vi 
sono di conseguenza uguali possibilità che un centro 
asimmetrico possa acquisire proprietà di un tipo o 
dell’altro. Per produrre un composto con una attivi- 
tà ottica netta, bisogna usare un processo chiralico. 
Questo di solito avviene mediante l’uso di reagenti 
chiralici, anche se, almeno in linea di principio, l’uso 
di una qualche influenza asimmetrica come la luce 
il cui piano è polarizzato in una sola direzione po- 
trebbe produrre una asimmetria netta nei prodotti 
della reazione. 

Una delle caratteristiche più sorprendenti degli es- 
seri viventi è data dalla loro capacità di produrre mo- 
lecole otticamente attive. La biosintesi di una sostan- 
za che possiede centri asimmetrici produce sempre un 
solo stereoisomero puro. Il fatto che tutti i residui am- 
minoacidici di una proteina abbiano la configurazio- 
ne L è un esempio di questo fenomeno. Questa os- 
servazione ha portato a formulare un suggerimento 
per un semplice test diagnostico per stabilire l’esi- 
stenza di una forma di vita presente o passata nelle 
rocce lunari o nelle meteoriti che sono cadute sulla 
Terra; cioè la ricerca in questi materiali di un’attivi- 
tà ottica netta. Una scoperta di questo genere avreb- 
be suggerito la presenza di molecole asimmetriche 
di origine biosintetica. Anche se dalle meteoriti con- 
tenenti carbonio sono stati estratti ed identificati 
a-amminoacidi, il fatto che essi erano sempre pre- 
senti come miscele racemiche ci dice che la loro ori- 
gine è molto probabilmente chimica e non biologica. 

Uno degli enigmi dell’origine della vita sulla Terra 
si basa proprio sul fatto che solo certe molecole chi- 
raliche e non i due enantiomeri sono stati utilizzati 
dagli organismi viventi; ad esempio, gli L-ammino- 
acidi, ma non i p-amminoacidi. Non sono molto con- 
vincenti le argomentazioni sugli effetti che la luce 
polarizzata avrebbe avuto sull’asimmetria netta del- 
le molecole sintetizzate nelle condizioni prebiotiche 
(paragrafo 1.4B). Forse tutto dipende dal fatto che 
le forme di vita basate sugli L-amminoacidi si sono 
semplicemente «mangiate» tutte le forme di vita ba- 
sate sui D-amminoacidi. 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


[108 ] Le proteine sono polimeri lineari sintetizzati a 
partire da venti a-amminoacidi «standard», median- 
te la loro condensazione che porta alla formazione 
di legami peptidici. Tutti questi amminoacidi hanno 
un gruppo carbossilico con valore di pK intorno a 2,2 
ed un sostituente amminico con un pK di circa 9,4; 
entrambi i gruppi sono legati allo stesso atomo di 
carbonio, l’atomo Cy. Gli a-amminoacidi sono com- 
posti switterionici, + H3N-CHR—COO7, nelle condi- 
zioni fisiologiche di pH. I vari amminoacidi sono di 
solito classificati sulla base della polarità della loro 
catena laterale, che è anch’essa un sostituente dell’a- 
tomo Ca. La glicina, l’alanina, la valina, la leucina, 
l’isoleucina, la metionina, la prolina (che in realtà 
è un a-imminoacido), la fenilalanina ed il triptofano 
sono amminoacidi non polari; la serina, la treonina, 
l’asparagina, la glutammina, la tirosina e la cisteina 
sono amminoacidi con catena laterale polare non ca- 
rica; la lisina, l’arginina, l’istidina, l’acido aspartico 
e l’acido glutammico sono amminoacidi con catena 
laterale polare e carica. La catena laterale di alcuni 
amminoacidi possiede gruppi acido-base e quindi le 
proteine che li contengono sono influenzabili dal pH. 
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Gli atomi Cy di tutti gli a-amminoacidi, eccetto 
la glicina, hanno quattro sostituenti e quindi sono 
centri chiralici. Secondo la convenzione di Fischer, 
che mette in relazione la configurazione della D- o 
L-gliceraldeide con quella dei centri asimmetrici da 
studiare, tutti gli amminoacidi delle proteine hanno 
la stessa configurazione assoluta intorno all’atomo 
Ca. Invece secondo il sistema Cahn-Ingold-Prelog (RS) 
per la nomenclatura della chiralità, tutti gli ammi- 
noacidi, meno la cisteina, sono (S)-amminoacidi. Le 
catene laterali della treonina e dell’isoleucina conten- 
gono altri centri chiralici. Un centro prochiralico non 
ha una simmetria di rotazione e quindi i suoi sosti- 


| tuenti, nel caso di un atomo centrale, o le sue facce 


nel caso di un anello planare, diventano distinguibili. 

Alcuni residui amminoacidici, diversi dai venti uti- 
lizzati per la sintesi delle proteine, hanno pure im- 
portanti funzioni biologiche. Questi amminoacidi «non 
standard» sono prodotti da specifiche modificazioni 
dei residui amminoacidici che preesistevano nelle pro- 
teine. Gli amminoacidi e alcuni loro derivati hanno 
funzioni biologiche indipendenti, ad esempio come neu- 
rotrasmettitori, intermedi metabolici, oppure veleni. 
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PROBLEMI 


1. Dite il nome dei venti amminoacidi standard e le cor- 
rispondenti abbreviazioni a tre e ad una lettera. 


2. Scrivete i seguenti oligopeptidi nelle forme predo- 
minanti a pH 7. (a) Phe-Met-Arg, (b) acido triptofa- 
nillisilaspartico e (c) Gln-Ile-His-Thr. 


3. Quanti diversi pentapeptidi si possono ottenere dai 
seguenti amminoacidi: Gly, Asp, Tyr, Cys e Leu? 


N 


(Ogni residuo è rappresentato una sola volta.) 


4. Scrivete la struttura dei due oligopeptidi seguenti con 
i residui di cisteina legati tra loro con un ponte disol- 
furo: Val-Cys; Ser-Cys-Pro. 


*5. Qual è la concentrazione delle varie specie ioniche 
in una soluzione 0,1m di lisina a pH 4, pH 7 e pH 10? 


6. Derivate l’equazione [4.1] per un acido monoammi- 
nico monocarbossilico (usate l’equazione di 
Henderson-Hasselbalch). 


*7. Il punto isoionico di un composto è definito come 
il pH di una soluzione acquosa pura del composto. 
Qual è il punto isoionico di una soluzione 0,1m di 
glicina? 


8. L’emoglobina umana normale ha un punto isoelet- 
trico di 6,87. Una varietà mutante di emoglobina, 
nota come emoglobina delle cellule falciformi, ha 
un pinto isoelettrico di 7,09. La curva di titolazione 
dell’emoglobina indica che, in questo ambito del pH, 
vi sono circa 13 variazioni dello stato di ionizzazione 
per unità di pH. Calcolate la differenza nella carica 


9. 


10. 


ionica tra le molecole di emoglobina normale e quel- 
la delle cellule falciformi. 


Stabilite se i seguenti oggetti familiari sono chiralici, 
prochiralici o non chiralici: 
(a) un guanto; 

(b) una palla da tennis; 

(c) un buon paio di forbici; 
(d) una vite; 

(e) questa pagina; 

(f) un rotolo di carta igenica; 
(g) un fiocco di neve; 
(h) una scala a chiocciola; 

(i una scala normale; 

() una graffetta; 

(k) una scarpa; 

(D) un paio di occhiali. 


Scrivete le quattro formule equivalenti delle proie- 
zioni di Fischer per l’L-alanina (vedi Figg. 4.11 e 
4.12). 


*11. (a) Scrivete la formula di struttura e la formula del- 


la proiezione di Fischer del (S)-3-metilesano. (b) Scri- 
vete tutti gli sterecisomeri del 2,3-diclorobutano. 
Scrivete il loro nome secondo il sistema (RS) ed in- 
dicate quale ha la forma meso. 


*12. Identificate i centri o le facce prochiraliche delle 


seguenti molecole: 
(a) acetone; (c) glicina; 
(b) propene; (d) alanina; 


(e) lisina; 
(f 3-metilpiridina. 
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82 Capitolo 5 


[114][115] 


re molto attenti in queste condizioni, in quanto i sol- 
venti organici possono denaturare anche la proteina 
che ci interessa (paragrafo 7.4E). 

Molti tipi di cellule hanno bisogno di essere aperte 
mediante una sorta di distruzione meccanica. Questi 
trattamenti comprendono la macinazione in presen- 
za di sabbia o di allumina, l’uso di macinatori con 
lame ad elevata velocità (che ricordano molto da vi- 
cino quelli usati in cucina), di omogenizzatori (appa- 
recchietti in cui il tessuto viene schiacciato nello stret- 
to spazio tra un pestello rotante e le pareti del reci- 
piente, di solito di vetro), di una pressa (uno stru- 
mento che apre le cellule forzandone il passaggio ad 
alta pressione attraverso un piccolo orifizio), oppure 
della sonicazione, con cui le cellule vengono rotte dalle 
vibrazioni ultrasoniche. Una volta che le cellule sono 
state rotte, il lisato grezzo può essere filtrato o cen- 
trifugato per allontanare le parti di cellule ancora 
intatte, lasciando quindi la proteina che ci interessa 
nel sopranatante. 

Se questa proteina è un componente di una strut- 
tura subcellulare come la membrana o i mitocondri, 
è possibile ottenere un considerevole grado di purifi- 
cazione della proteina in esame separando per pri- 
ma cosa la struttura subcellulare da tutto il materiale 
cellulare. Ciò può essere effettuato mediante la cen- 
trifugazione differenziale, un processo in cui il 
lisato cellulare viene centrifugato ad una velocità che 
determina la sedimentazione soltanto dei componen- 
ti cellulari più densi, seguita da una seconda centri- 
fugazione che sedimenta gli organelli meno densi. 
La proteina viene poi solubilizzata dal componente 
cellulare purificato mediante una estrazione con so- 
luzioni saline’ concentrate oppure, nel caso che la pro- 
teina sia saldamente legata alla membrana, con de- 
tergente o con solventi organici, come il butanolo o 
il glicerolo, che solubilizzano i lipidi. 


C. Stabilizzazione delle proteine 


[114] Quando una proteina viene tolta dal suo am- 
‘biente naturale, diventa esposta a molti agenti chi- 
mici che possono danneggiarla irreversibilmente. 
Queste influenze esterne devono essere opportuna- 
mente controllate ad ogni tappa del processo di puri- 
ficazione altrimenti la resa potrà essere molto bassa 
o addirittura la proteina che ci interessa potrebbe 
essere completamente eliminata. 

L’integrità strutturale di molte proteine dipende 
dalle condizioni di pH, come conseguenza del gran 
numero di gruppi acido-base di solito presenti nella 
molecola proteica. Per prevenire danni al materiale 
biologico dovuto a variazioni nel pH, le proteine ven- 
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gono disciolte in soluzioni tampone che funzionano 
nel campo di valori di pH in cui esse sono stabili. 

Le proteine sono facilmente distrutte dalle tempe- 
rature elevate. Anche se la stabilità termica delle pro- 
teine varia considerevolmente, molte di queste mo- 
lecole iniziano a denaturare a temperature superiori 
ai 25 °C. La purificazione delle proteine viene di con- 
seguenza condotta ad una temperatura intorno a 0 °C. 
Vi sono però alcune proteine che richiedono per la 
loro stabilità temperature molto basse, a volte infe- 
riori anche a — 100 °C. Altre proteine note come la- 
bili a freddo diventano instabili al di sotto di una 
temperatura caratteristica. 

La stabilità termica di una proteina può essere qual- 

che volta utilizzata per trarre vantaggi per la sua 
purificazione. Una proteina stabile al calore presente 
in un omogenato grezzo può essere facilmente puri- 
ficata mediante un breve riscaldamento della solu- 
zione proteica che denaturi e precipiti la maggior 
parte delle proteine contaminanti, senza provocare 
danni alla proteina che ci interessa. 
[115 ] Le cellule contengono le proteasi (enzimi che 
catalizzano la rottura dei legami peptidici delle pro- 
teine) ed altri enzimi degradativi che dopo la lisi cel- 
lulare vengono liberati nella soluzione insieme alla 
proteina che vogliamo studiare. Bisogna impedire che 
la nostra proteina venga danneggiata da questi enzi- 
mi. Spesso gli enzimi degradativi possono essere resi 
inattivi in condizioni di pH e di temperatura che non 
sono invece pericolosi per la proteina da purificare. 
Alternativamente questi enzimi possono essere ini- 
biti da agenti chimici, che devono essere però inatti- 
vi sulla nostra proteina. Man mano che la purifica- 
zione procede, molti di questi enzimi degradativi ven- 
gono eliminati. 

Alcune proteine sono più resistenti di altre alla de- 
gradazione proteolitica. La purificazione di una pro- 
teina particolarmente resistente alle proteasi può es- 
sere effettuata in condizioni in cui le proteasi posso- 
no essere attive. Questa tecnica chiamata anche au- 
tolisi semplifica la purificazione della proteina resi 
stente, in quanto è in genere più semplice allontana- 
re selettivamente i prodotti di degradazione delle pro- 
teine contaminanti che queste stesse proteine nella 
loro forma nativa. 

Le proteine sono spesso più facilmente denaturabi- 
li a bassa concentrazione proteica e dal contatto con 
le superfici delle soluzioni esposte all’aria; per questi 
motivi le proteine devono essere conservate e ma- 
neggiate in soluzioni relativamente concentrate e bi- 
sogna evitare la formazione di schiuma. Vi sono ov- 
viamente altri fattori che influenzano la stabilità del- 
le proteine come l’ossidazione di residui di cisteina 
che genera ponti disolfuro, la contaminazione da me- 


[116] [117] 
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talli pesanti che si legano irreversibilmente alle pro- 
teine, la concentrazione salina e la polarità della so- 
luzione che deve essere mantenuta nel campo di sta- 
bilità della proteina. Infine, molti microorganismi con- 
siderano le proteine un ottimo alimento e quindi bi- 
sogna evitare durante la conservazione delle protei- 
ne la crescita di batteri, usando opportuni inibitori. 


D. Dosaggio delle proteine 


[116 ] Per poter purificare una qualsiasi sostanza, è ne- 
cessario trovare un metodo che ci possa rivelare quan- 
titativamente la sua presenza. Una proteina raramen- 
te rappresenta più di pochi punti in percentuale del 
peso del tessuto originale, anzi di solito è presente in 
quantità molto più basse. Una grossa frazione del ma- 
teriale che abbiamo estratto è simile però alla protei- 
na che ci interessa. Un metodo di dosaggio deve quin- 
di essere specifico per la proteina da purificare e mol- 
to sensibile per rivelarne la presenza anche in tracce. 
Inoltre il dosaggio deve essere semplice e facilmente 
attuabile, in quanto deve essere ripetuto numerose vol- 
te durante le varie tappe del processo di purificazione. 

Tra i dosaggi di proteine più diretti vi sono quelli 
degli enzimi che catalizzano reazioni i cui prodotti 
possono essere facilmente valutati. Appartengono a 
questa categoria prodotti che per esempio abbiano 
assorbimenti spettroscopici caratteristici oppure un’e- 
missione di fluorescenza che possa essere misurata. 
Alternativamente la reazione enzimatica può consu- 
mare o generare un acido e quindi l'enzima può es- 
sere dosato con una titolazione acido-basica. Se il pro- 
dotto di una reazione enzimatica non è facilmente 
quantificabile, la sua presenza può essere rivelata me- 
diante un altro trattamento chimico che lo converta 
in un derivato con proprietà idonee a quelle deside- 
rate. A questo scopo spesso vengono usate le reazio- 
ni enzimatiche accoppiate, in cui il prodotto di 
un enzima che deve essere dosato viene convertito 
da un altro enzima che abbiamo aggiunto in una so- 
stanza più conveniente. 

Le proteine che non sono enzimi possono essere 
dosate mediante la valutazione dei loro effetti biolo- 
gici. Per esempio, la presenza di un ormone può es- 
sere rivelata dai suoi effetti su alcuni campioni di 
un tessuto standard oppure su un intero organismo. 


Questo tipo di dosaggio è di norma un procedimento ‘ 


molto lungo, in quanto per ottenere la risposta biolo- 
gica sono necessari anche giorni. La loro riproduci- 
bilità è molto spesso poco soddisfacente per il com- 
portamento molto complesso degli organismi viven- 
ti. Questi dosaggi vengono quindi utilizzati soltanto 
Quando non esiste altra alternativa. 


Tecniche immunochimiche 
consentono di determinare 
piccole quantità di una specifica proteina 


[117 ] Le tecniche immunochimiche ci consentono di 
dosare le proteine con un elevato grado di sensibilità 
e di discriminazione. Questi metodi utilizzano anti- 
corpi, proteine prodotte dal sistema immunitario di 
un animale in risposta all’introduzione di una pro- 
teina estranea e che si legano specificamente alla pro- 
teina estranea (gli anticorpi ed il sistema immunita- 
rio saranno discussi nel paragrafo 34.2). 

Gli anticorpi, estratti dal siero sanguigno di un ani- 
male che è stato immunizzato contro una particolare 
proteina, sono i prodotti di molte cellule diverse ca- 
paci di sintetizzarli. Essi sono quindi una miscela ete- 
rogenea di molecole con diversa specificità e affinità 
di legame per la loro proteina bersaglio. Le cellule 
che producono anticorpi muoiono dopo poche divi- 
sioni cellulari e non possono essere coltivate (clonate) 
per ottenere un singolo anticorpo in buone quantità. 
Questi anticorpi monoclonali possono essere otte- 
nuti fondendo la cellula che produce l’anticorpo de- 
siderato con una cellula di un cancro del sistema im- 
munitario, noto come mieloma (paragrafo 34.2B). La 
risultante cellula di ibridoma ha una capacità illimi- 
tata di dividersi e, quando viene coltivata, produce 
grandi quantità dell’anticorpo monoclonale. 

Una proteina può essere determinata mediante la 
sua precipitazione operata dal corrispondente anticor- 
po oppure con una tecnica chiamata dosaggio ra- 
dioimmunologico, con cui viene valutata indiretta- 
mente, mediante la competizione per il legame all’an- 
ticorpo con uno standard radioattivo della stessa pro- 
teina (paragrafo 43.4A). Nel dosaggio con l’immunoas- 
sorbente legato ad un enzima (ELISA, Fig. 5.1); 


1. L’anticorpo contro la proteina che si deve dosare 
viene immobilizzato su un supporto inerte come 
il polistirene. 

2. La soluzione della proteina che deve essere dosa- 
ta viene messa in contatto con la superficie rive- 
stita dall’anticorpo immobilizzato in condizioni 
che favoriscano il legame della proteina all’anti- 
corpo. 

3. Il complesso proteina-anticorpo che si è formato 
viene fatto reagire con un secondo anticorpo speci- 
fico per la proteina e che può essere determinato 
mediante l’enzima a cui è legato covalentemente. 

4. Dopo aver lavato ed allontanato tutto l’anticorpo 
con l’enzima legato che non ha reagito, viene do- 
sata l’attività dell'enzima presente nel complesso 
immobilizzato anticorpo-proteina-anticorpo-enzi- 
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86 Capitolo 5 


(122][123] 
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Figura 5.4 Solubilità della B-lattoglobulina in funzione del pH ad al- 
cune concentrazioni di NaCl. (Fonte: Fox, S. e FOSTER, }.S., /ntroduc- 
tion to protein chemistry, p. 242, Wiley, 1957.) 


Ad elevate forze ioniche, la solubilità di una pro- 
teina come quella di molte altre sostanze tende a di- 
minuire. Questo effetto chiamato salting out (dimi- 
nuzione della solubilità) è dovuto principalmente al- 
la competizione tra il sale aggiunto e le altre sostan- 
ze presenti in soluzione per le molecole di acqua di 
idratazione. Quando la concentrazione salina è alta, 
la quantità di ioni in soluzione diventa così elevata 
che, in pratica, la maggior parte del solvente risulta 
impegnato dalla solvatazione di questi ioni e ciò che 
resta diventa insufficiente a disciogliere altri soluti. 
In termini termodinamici, l’attività del solvente (la 
sua concentrazione effettiva; Appendice del Capitolo 
3) risulta ridotta. Quindi l’interazione soluto-soluto 
diventa più forte delle interazioni tra soluto e sol- 
vente ed il soluto precipita. 

[122 ]Il salting out rappresenta la base di una delle 
tappe di purificazione delle proteine più largamente 
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usata. La Fig. 5.2 mostra che la solubilità delle pro- 
teine varia considerevolmente in funzione della con- 
centrazione salina. Aggiustando la concentrazione sa- 
lina di una soluzione contenente una miscela di pro- 
teine appena al di sotto del punto di precipitazione 
della proteina che vogliamo purificare, molte delle pro- 
teine contaminanti possono essere eliminate dalla so- 
luzione. Poi, dopo avere allontanato il precipitato per 
filtrazione o per centrifugazione, aumentando la con- 
centrazione salina sarà possibile precipitare anche la 
nostra proteina. Con questo metodo è possibile effet- 
tuare una buona purificazione e una concentrazione 
di grandi quantità di una certa proteina. Il salting 
out è molto spesso la tappa iniziale del procedimento 
di purificazione di una proteina. L’ammonio solfato 
è il reagente più comunemente usato per il salting 
out delle proteine, in quanto la sua solubilità in ac- 
qua (3,9m a 0 °C) è così elevata da consentire il rag- 
giungimento di forze ioniche particolarmente alte (va- 
lori superiori a 23,4 in acqua a 0 °C). 

Alcuni ioni ed in particolare lo ioduro, il perclora- 
to, il tiocianato, il litio, il magnesio, il calcio ed il 
bario, aumentano la solubilità delle proteine invece 
di produrre l’effetto del salting out. Questi tendono 
anche a denaturare le proteine (paragrafo 7.4E). Di 
conseguenza gli ioni che diminuiscono la solubilità 
delle proteine stabilizzano la loro struttura nativa e 
quindi le proteine che hanno subìto un processo di 
salting out non sono state denaturate. 


B. Effetto dei solventi organici 


[123]1 solventi organici miscibili con l’acqua, come 
l’acetone e l’etanolo, precipitano le proteine in quan- 
to la loro bassa costante dielettrica riduce il potere 
delle loro soluzioni acquose di dissolvere ioni come 
le proteine. La diversa solubilità delle proteine in que- 
sti solventi misti rappresenta la base di una utile tec- 
nica di frazionamento. Questo procedimento richie- 
de temperature vicino allo zero, o anche inferiori, 
per evitare il loro effetto denaturante che compare 
alle alte temperature. L’abbassamento della costante 
dielettrica generata dai solventi organici magnifica 
l’effetto del salting out sul comportamento delle pro- 
teine e quindi in alcuni casi diventa utile combi- 
nare le due tecniche. Alcuni solventi organici misci- 
bili con acqua come il dimetil sulfossido (DMSO) o 
la N,N-dimetilformamide (DMF) sono invece ottimi 
solventi delle proteine per i valori elevati della loro 
costante dielettrica. 


_ iii. — 


[424] 125] 
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C. Effetto del pH 


[a24 | Le proteine, in genere, hanno numerosi grup- 
pi ionizzabili con valori di pK' molto diversi tra lo- 
ro. Ad un certo valore di pH, caratteristico per ogni 
proteina, le cariche positive sulla molecola bilancia- 
no esattamente le cariche negative. A questo valore 
di pH detto punto isoelettrico della proteina, pl, 
la molecola proteica non ha una carica netta e resta 
quindi immobile in un campo elettrico. 

La Fig. 5.4 indica che la solubilità della proteina 
B-lattoglobulina raggiunge un valore minimo vici- 
no al suo punto isoelettrico di 5,2 in una soluzione 
diluita di NaCl ed aumenta, più o meno simmetrica- 
mente, quando il pH della soluzione si allontana nel- 
le due direzioni dal valore del pI. Questo comporta- 
mento della solubilità della 6-lattoglobulina, che è co- 
mune a molte altre proteine, è facilmente spiegabile. 
Considerazioni chimico-fisiche tendono a suggerirci 
che le proprietà della solubilità di una molecola sca- 
rica non dipendono dalla concentrazione dei sali. Ad 
una prima approssimazione, quindi, una proteina al 
suo punto isoelettrico non dovrebbe subire gli effetti 
del salting in. Al contrario, se il pH è diverso dal 
valore del punto isoelettrico, cioè se la carica netta 
della proteina aumenta, questa torna ad essere sensi- 
bile all’effetto del salting in, in quanto viene aumen- 
tata la probabilità che le molecole cariche vicine in- 
teragiscano ed aggreghino in modo da precipitare. 
In soluzioni con concentrazioni saline moderate, la 
solubilità di una proteina, in funzione del pH della 
soluzione stessa, ha un minimo intorno al suo valore 


Proteina pH isoelettrico 
Pepsina <1,0 
Ovalbumina (pollo) 4,6 
Albumina del siero (umano). 4,9 
Tropomiosina 5,1 
Insulina (bovina) 5,4 
Fibrinogeno (umano) 5,8 
y-globulina (umana) 6,6 
Collageno 6,6 
Mioglobina (cavallo) 7,0 
Emoglobina (umana) 7,1 
Ribonucleasi A (bovina) 7,8 
Citocromo c (cavallo) 10,6 
Istone (bovino) 10,8 
Lisozima (pollo) 11,0 
Salmina (salmone) 12,1 


di pl e torna ad aumentare se il pH si allontana da 
questo punto. 

Le proteine hanno composizioni amminoacidiche 
diverse e quindi hanno anche valori di pi diversi (Ta- 
bella 5.1). La precipitazione isoelettrica è una tec- 
nica di purificazione delle proteine che sfrutta que- 
ste proprietà; infatti se il pH di una soluzione conte- 
nente una miscela di proteine viene portato ad un 
valore vicino a quello del pI di una proteina che in- 
tendiamo purificare, la sua solubilità diminuirà e po- 
trà essere raccolta sotto forma di precipitato. In pra- 
tica, questa tecnica viene combinata con il salting out 
in modo che la proteina che ci interessa diventi an- 
cora più insolubile intorno al suo pi. 


D. Cristallizzazione 


[125] Una volta che la proteina ha raggiunto un cer- 
to grado di purezza, diventa possibile cristallizzarla. 
Questo è ottenibile portando la proteina al di sopra 
del suo punto di saturazione con i tipi di agenti pre- 
cipitanti che abbiamo visto prima. Lasciando ora la 
soluzione a riposare per un certo periodo di tempo 
(che può variare da pochi minuti a diversi mesi) e, 
in alcuni casi, aumentando gradatamente la concen- 
trazione dell’agente precipitante, la proteina può pre- 
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Figura 5.5 Cristalli di proteine: (a) azurina da Pseudomonas aerugino- 
sa, (b) flavodossina da Desulfovibrio vulgaris, (c) rubredossina da Clo- 
stridium pasteurianum, (d) mioemeritrina dal verme marino Siphono- 
soma funafuti, (e) emoglobina di lampreda e (f) proteina batteriofilli- 
na a da Prosthecochloris aestuarii. Queste proteine sono colorate in 
quanto sono associate a cromofori (gruppi che assorbono la luce); 
le proteine in assenza di questi gruppi sono prive di colore. ((a)-(), 
per gentile concessione di Larry Sieker, Washington University; (d)- 
(e), per gentile concessione di Wayne Hendrikson, Columbia Univer- 
sity; (f) per gentile concessione di john Olsen, Brookhaven National 
Laboratories and Brian Matthew, University of Oregon.) 
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[130][131] 


proteina per lo scambiatore ionico, più essa viene ri- 
tardata sulla colonna. Usando una colonna ed un rac- 
coglitore di frazioni si può avere una ulteriore purifi- 
cazione di una proteina scegliendo solo quella frazio- 
ne dell’effluente dalla colonna che contiene la protei- 
na desiderata. Questa tecnica, che è illustrata nella Fig. 
5.6, è nota come cromatografia a scambio ionico. 


L’eluizione con gradienti migliora 
la separazione cromatografica 


[130 ] I processi di purificazione possono essere miglio- 
rati se le proteine vengono staccate dalla colonna con 
il metodo della eluizione con gradienti. In questo 
modo, la concentrazione salina o il pH della soluzione 
che attraversa la colonna viene continuamente varia- 
ta e le diverse proteine che sono legate allo scambia- 
tore ionico vengono eluite sequenzialmente. Questo 
procedimento porta a separazioni delle proteine mi- 
gliori di quelle che si possono ottenere con eluizioni 
da colonne con soluzioni singole oppure utilizzando 
una serie di soluzioni a concentrazione crescente. 
Sono stati usati nella purificazione delle proteine 
molti tipi diversi di eluizione con gradienti. La tecni- 
ca più utilizzata è quella che utilizza gradienti li- 
neari in cui la concentrazione della soluzione eluen- 


Alla colonna 


Figura 5.7 Un apparecchietto per la formazione di un gradiente di 
concentrazione lineare. | due recipienti interconnessi, con una sezio- 
ne trasversale uguale, vengono inizialmente riempiti con un uguale 
volume di soluzioni a concentrazione diversa. Mentre la soluzione 
a concentrazione C; esce dalla camera di miscelazione (recipiente 
a destra) essa viene parzialmente rimpiazzata dalla soluzione a con- 
centrazione C, contenuta nel recipiente di riserva (a sinistra). La con- 
centrazione nella camera di miscelazione varia in modo lineare a 
partire dalla sua concentrazione iniziale C} per raggiungere quella 
finale C,; vedi equazione [5.2]. 
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te viene aumentata linearmente man mano che la 
soluzione passa attraverso la colonna. Nella Fig. 5.7 
è riportato un semplice apparecchietto per la prepa- 
razione di questo tipo di gradienti. La concentrazio- 
ne del soluto, c, nella soluzione che viene raccolta 
dalla camera di miscelazione, viene espressa da 


c=C2-(c2-c)f [5.2] 


dove ci è la concentrazione iniziale della soluzione 
nella camera di miscelazione, c. è la concentrazione 
nella camera di riserva e f è la frazione rimanente 
dei volumi combinati delle soluzioni originariamen- 
te presenti in entrambi i recipienti. I gradienti linea- 
ri di concentrazioni saline crescenti sono i sistemi 
più utilizzati di eluizione da colonne. Possono però 
essere generati anche gradienti di forma diversa me- 
diante l’uso di camere con sezioni di area diversa 
o con apparecchiature di miscelazione programmate. 


Sono disponibili diversi tipi 
di scambiatori di ioni 


[131 ] Gli scambiatori di ioni sono costituiti da gruppi 
carichi legati covalentemente ad una matrice di sup- 
porto. La natura chimica dei gruppi carichi determi- 
na il tipo di ioni che si legano allo scambiatore e la 
forza con cui questi ioni si legano. Dalle proprietà 
chimiche e meccaniche della matrice dipendono in- 
vece il flusso attraverso il supporto, l’accessibilità de- 
gli ioni e la stabilità dello scambiatore. 

In genere vengono utilizzati come matrice di sup- 
porto degli scambiatori tre tipi di materiali: (1) resi- 
me come il polistirene con legami trasversali di di- 
vinilbenzene (Fig. 5.80), (2) cellulosa e (3) poliacri- 
lamide con legami trasversali oppure gel di polide- 
strano (paragrafo 5.3C; anche le ultime due classi di 
materiali vengono chiamate correntemente resine). La 
Tabella 5.2 contiene la descrizione di alcuni scambia- 
tori di ioni di uso comune e disponibili sul mercato. 

Le resine scambiatrici sono disponibili in forma gra- 
nulare. I polimeri delle resine scambiatrici cationi- 
che sono sostituiti con gruppi anionici come il grup- 
po sulfonato con caratteristiche di acido forte oppu- 
re come i gruppi carbossilici che sono invece deboli. 
Gli scambiatori anionici hanno gruppi cationici che 
possono essere ammine quaternarie o terziarie, con 
caratteristiche di basi: le prime sono forti mentre le 
seconde sono deboli. Le resine scambiatrici di ioni 
sono usate per la separazione di piccole molecole, ma 
hanno dimostrato di essere meno efficaci, per la se- 
parazione di proteine o di altre macromolecole, ri- 
spetto ad altri tipi di scambiatori di ioni. 


NT nn 
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(6) 


CHs- OH 
(0) 
PR part, 
HO OH 


Figura 5.8 Rappresentazione schema- 
tica di scambiatori di ioni: (a) resina 


scambiatrice di ioni di polistirene con 
legami crociati di divinilbenzene, (b) 
scambiatori di ioni a base di cellulosa. 


(a) 


—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,— 


_—CH—CH,_CH—CH,—CHTCH,—CHT—CH,—CHT CH, 


ta 


Dowex 50: X= —S0O3 È 
Dowex 1: X= —CHsN(CH3)3 


CHo_ OH 


no OH A 
5% des 
(0) HO H 
€ o) 


CHo_ O 


+ 
DEAE: R= —CH,— CH, —NH(CH3CH3)y 
CM: R= —CH,—C00° 


Nome* Tipo Gruppo ionizzabile Note 
Dowex 1 Resina polistirenica d-CH,N(CH;); Scambiatore di anioni 
fortemente basica 
Dowex 50 Resina polistirenica $-SO3H Scambiatore di cationi 


DEAE-cellulosa 


ECTEOLA-cellulosa 
CM-cellulosa 


P-cellulosa 
DEAE-Sephadex 
CM-Sephadex 


Bio-Gel CM 100 


fortemente acida 
Basica 


Basica 
Acida 


Gruppi acidi forti e 

‘ deboli 

Gel basico di destrano 
con legami crociati 

Gel acido di destrano 
con legami crociati 

Gel acido di 
poliacrilamide con 
legami crociati 


Dietilamminoetile 
—OCH;CH,N(CHs), 
Ammine miste 
Carbossimetile 
—OCH,C00H 
Fosforico 
—OPO;3H, 
Diamminoetile 
—OCH;CH3N(C;Hs), 
Carbossimetile 
—0CH:C00H 
—CH,C00H 


. Usata per frazionare proteine neutre e acide 


Usata nella cromatografia degli acidi nucleici 
Usata per frazionare proteine basiche e neutre 


Dibasica; lega molto saldamente proteine 
basiche 

Combina cromatografia a scambio ionico e 
gel filtrazione di proteine acide e neutre 

Combina cromatografia a scambio ionico e 
gel filtrazione di proteine basiche e neutre 

Combina cromatografia a scambio ionico e 
gel filtrazione di proteine basiche e neutre 


* Le resine Dowex sono fabbricate dalla Dow Chemical Co.; i gel Sephadex sono fabbricati dalla Pharmacia Fine Chemicals AB.; i gel Bio-gel sono fabbricati dalla 


BioRad Laboratories. 
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94 Capitolo 5 


Direzione del flusso 
del primo soivente 


} Ù Separazione 


origine —— SE viene 


usato 
I soltanto 
tisggg i il secondo 
Direzione solvente 
del 
flusso 
del Separazione 
secondo se entrambi 
solvente i solventi 
ER vengono 
usati 
sequenzial- 
mente 


Separazione se viene usato 
soltanto il primo solvente 


Figura 5.11 Cromatografia su carta bidimensionale. 


Matrice 
Granulo del gel 


di gel 


Granuli 
di gel 


Figura 5.12 Schema di una gel cromatografia. (a) Un granulo (sferetta) 
di gel, la cui periferia è indicata dalla linea circolare sottile, è costitui 
to da una matrice del gel (linea in nero ondulata) che racchiude uno 
spazio interno contenente il solvente. Le piccole molecole (le mac- 
chie rosse piccole) possono entrare liberamente nello spazio interno 
con il solvente. Le molecole più grandi (le macchie blu) sono troppo 
larghe per poter entrare nei pori del gel. (b) La soluzione contenente 
il campione inizia ad entrare nella colonna con il gel (in cui i granuli 
del gel sono ora indicati dai cerchietti). ()) Le molecole piccole pos- 


(d) 
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gramma viene ruotato di 90° e ripetuta la corsa cro- 
matografica parallelamente al secondo lato della car- 


‘ ta usando un altro sistema di solventi. Poiché ogni 


composto migra ad una velocità caratteristica in un 
dato sistema di solventi, la seconda fase cromatogra- 
fica aumenterà fortemente la separazione della mi- 
scela nei suoi componenti. 


C. Cromatografia per gel filtrazione 


[136 ] Nella cromatografia per gel filtrazione, det- 
ta anche cromatografia ad esclusione molecola- 
re oppure a setaccio molecolare, le molecole vengo- 
no separate in base alle loro dimensioni ed alla loro 
forma. In questa tecnica la fase stazionaria è costitui- 
ta da sferette di materiale idratato, simile a una spu- 
gna, contenente pori che possono essere attraversati 


(e) 


Quantità di soluto 


Molecole x 
piccole Volume di effluente 


Molecole 
grandi 


sono penetrare nel gel e, di conseguenza, migrano attraverso la co- 
lonna più lentamente rispetto alle molecole grandi che sono invece 
escluse da questi spazi. (d) Le molecole grandi emergono dalla co- 
lonna per prime e possono essere raccolte separatamente da quelle 
piccole, che invece compaiono in fondo alla colonna solo più tardi. 
(e) Diagramma di eluizione del cromatogramma che indica la separa- 
zione completa dei due componenti; il componente più grande è 
uscito per primo. 


[37138] 
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soltanto da molecole con certe dimensioni. Se una 
soluzione contenente molecole di varie dimensioni 


viene fatta passare attraverso una colonna riempita 


con questi «setacci molecolari», le molecole con di- 
mensioni troppo grandi saranno escluse dal volume 
di solvente presente all’interno dei pori. Queste mo- 
lecole grandi attraverseranno di conseguenza molto 
rapidamente la colonna, cioè usciranno con un volu- 
me di eluizione minore di quello delle molecole che 
invece entrano nei pori (Fig. 5.12). 

La massa molecolare della molecola più piccola in- 
capace di penetrare nei pori di un dato gel viene det- 
ta limite di esclusione del gel. Questa entità dipen- 
de sotto alcuni aspetti dalla forma della molecola in 
quanto le molecole allungate, come conseguenza del 
loro alto raggio di idratazione, penetrano meno fa- 
cilmente in un dato poro del gel rispetto ad una sfe- 
ra che abbia lo stesso volume molecolare. 

Il comportamento di una molecola in una colonna 
di un particolare gel può essere caratterizzato quan- 
titativamente. Se V, è il volume occupato dalle sfe- 
rette di gel e Vo, il volume vuoto, è il volume del 
solvente che circonda le sferette del gel, quindi V., 
il volume totale della colonna, è semplicemente la 
somma dei due volumi: 


Vi=VitVo [5.5] 


Vo è di solito circa il 35% di V.. 

Il volume di eluizione di un dato soluto, V,, è 
il volume di solvente necessario ad eluire il soluto 
dalla colonna dal momento che esso ha preso contat- 
to con il gel. Il volume vuoto di una colonna viene 
facilmente misurato, valutando il volume di eluizio- 
ne di un soluto la cui massa molecolare sia superiore 
al limite di esclusione del gel. Il comportamento di 
un soluto in un dato gel è caratterizzato quindi dal 
rapporto V./Vo, il volume di eluizione relativo, 
una entità che risulta indipendente dalla colonna usa- 
ta. 

Le molecole la cui massa è più bassa del limite di 
esclusione di un gel verranno eluite da quel gel in'un 
ordine che rispecchierà quello della loro massa mole- 
colare, con quella più grande che uscirà per prima 
e quella più piccola per ultima. Ciò è possibile in quan- 
to le dimensioni dei pori in un gel sono comprese 
in un piccolo ambito e quindi le molecole grandi han- 
no a disposizione quantità minori del volume inter- 
no del gel. Questo effetto rappresenta la base della 
cromatografia per gel filtrazione. 


La cromatografia per gel filtrazione 
può essere usata per valutare la massa molecolare 


[137 ] Esiste una relazione lineare tra il volume di elui- 
zione relativo di una sostanza ed il logaritmo della 
sua massa molecolare, in un ambito considerevolmen- 
te elevato di valori (Fig. 5.13). Se per una particolare 
colonna di gel filtrazione viene eseguito un grafico 
simile a quello riportato nella Fig. 5.13, usando ma- 
cromolecole di massa molecolare nota, è possibile sta- 
bilire la massa molecolare di una sostanza sconosciuta 
dalla sua posizione nel grafico. La precisione di que- 
sta tecnica è limitata dall’assunto che le molecole no- 
te e quelle sconosciute abbiano la stessa forma ester- 
na. La cromatografia per gel filtrazione viene ugual 
mente utilizzata per valutare il peso molecolare in 
quanto essa può essere applicata anche a campioni 
non puri (sempre che la molecola in esame possa es- 
sere identificata) e può essere condotta senza l’ausi- 
lio di equipaggiamenti complicati o costosi. 


La maggior parte dei gel derivano dal destrano, 
dall’agarosio o dalla poliacrilamide 


[138 ]I materiali più comunemente usati per le cro- 
matografie per gel filtrazione sono il destrano (un 
polimero del glucosio ad alto peso molecolare, pro- 
dotto dal batterio Leuconostoc mesenteroides), l’aga- 
rosio (un polimero lineare di p-galattosio alternato 
a 3,6-anidro-L-galattosio presente nelle alghe rosse) 
e la poliacrilamide (paragrafo 5.4B). Le proprietà 
di alcuni gel usati comunemente nella separazione 
di molecole biologiche sono elencate nella Tabella 5.3. 
La porosità dei gel a base di destrano, messi in com- 
mercio con il nome di Sephadex, dipende dalla mas- 
sa molecolare del destrano utilizzato e dall’introdu- 
zione di unità di etere glicerico che formano legami: 
trasversali tra i gruppi ossidrilici delle catene di poli- 
glucosio. Le diverse classi di Sephadex che sono di- 
sponibili sul mercato hanno limiti di esclusione che 
variano da 0,7 a 800 kD. La dimensione dei pori nei 
gel di poliacrilamide viene controllata in modo simi- 
le dalla quantità di legami crociati tra le catene polia- 
crilamidiche vicine (paragrafo 5.4B). Essi sono in com- 
mercio sotto il nome di Bio-Gel ed hanno limiti di 
esclusione che vanno da 0,2 a 400 kD. Molecole mol- 
to grandi o strutture sopramolecolari possono essere 
isolate mediante gel di agarosio che hanno limiti di 
esclusione fino a 25000 KD. 

La gel filtrazione viene spesso usata per rimuovere 
i sali (desalare) da una soluzione proteica. Per esem- 
pio, le proteine precipitate con ammonio solfato pos- 
sono essere facilmente deprivate di questo sale se il 
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98 Capitolo 5 


matografia per affinità è data dalla sua capacità di 
riconoscere proprietà uniche della proteina di inte- 
resse, invece che piccole differenze nelle proprietà 
chimico-fisiche che gli altri sistemi cromatografici in- 
vece utilizzano. 

La matrice cromatografica nella cromatografia per 
affinità deve essere chimicamente inerte, avere un’e- 
levata porosità e un grande numero di gruppi fun- 
zionali capaci di formare legami covalenti con il li- 
gande. Tra i pochi materiali di cui disponiamo e che 
si adattano a questi criteri, l’agarosio, che possiede 
molti gruppi ossidrilici liberi, è sicuramente il più 
utilizzato. Se il ligande ha un gruppo amminico pri- 
mario che non è essenziale per il legame alla protei- 
na da isolare, può essere legato covalentemente all’a- 
garosio in un processo a due tappe (Fig. 5.16). 


1. L’agarosio viene fatto reagire con il bromuro di 
cianogeno per formare un intermedio «attivato», 
ma stabile (commercialmente disponibile). 

2. Il ligande reagisce con l’agarosio attivato forman- 
do un prodotto legato covalentemente. 


[141 ] Molte proteine sono incapaci di legarsi a ligan- 
di che abbiano reagito con il bromuro di cianogeno 
per interferenze steriche che si vengono a creare con 
la matrice solida di agarosio. Questo problema può 
essere superato attaccando il ligande all’agarosio me- 
diante un gruppo «spaziatore» flessibile. Uno dei si- 
stemi più convenienti per ottenere questo risultato 
è riportato nella Fig. 5.17. Una diammina appropria- 
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(0) 


N a 
+ Z=C_- 
OH N=C-Br 
0 Bromuro 
di cianogeno 


Agarosio 
Fase 1 | OH 
cu 
HO CHo,_0—-C—-Br 
(6) 
dx 
i OH 
—_0 


Agarosio «attivato» 


Fase 2 Foa + H30 
o) 
Il 


20, 


Figura 5.16 La formazione di agarosio attivato con bromuro di ciano- 
geno (in alto) e la sua reazione con un’ammina primaria per generare 
un ligande legato covalentemente da usare nella cromatografia per 
affinità (in basso). 


(0) 
E. += 
Agarosio -OH + NCBr R_C-0 + R'-N=C=N-R" 
1 OH Ligande con un gruppo Carbodiimmide 
H,N—(CHs)—NH, carbossilico 
NH, + HBr 2 
(o) (o) NR 
I [ 4 
Agarosio —O0—CT—NH— (CHo)n —NHy R_C_0—-C 
Figura 5.17 Legame all’agarosio di un E 


ligande con un gruppo carbossilico 
mediante un gruppo «-amminoalchi- 
lico. (1) L'w-amminoalchilazione del- 
l’agarosio da attivazione con bromu- 
ro di cianogeno. (2) Attivazione del 
ligande con il gruppo carbossilico da 
carbodiimmide solubile in acqua. (3) 
Reazione dell’u-amminoalchil-agarosio 
con il gruppo carbossilico attivato dalla 
carbodiimmide del ligande che pro- 
duce un materiale per cromatografia 
per affinità in grado di legare specifi- 
camente una proteina che abbia un 
sito per il ligande R. 


Ò (o) 
il 
Agarosio -O0—C—NH— (CHo), NH—C—R 


i % Lu 


Gaz] 
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ta, come la esametilen diammina viene accoppiata 
all’agarosio attraverso il bromuro di cianogeno me- 
diante una w-amminoalchilazione. Il prodotto che si 
forma viene accoppiato al ligande in una reazione 
che dipende dai gruppi funzionali del ligande stesso. 
La Fig. 5.17 mostra la reazione complessiva di accop- 
piamento di un ligande, che possiede un gruppo car- 
bossilico, all’estremità dello spaziatore mediante una 
carbodiimmide solubile in acqua come la 
1-etil-3-(3-dimetilamminopropil) carbodiimmide 
(EDAC) per attivare il gruppo carbossilico. Sono sta- 
te messe a punto molte altre reazioni di accoppia- 
mento e praticamente qualsiasi ligande può essere 
attaccato all’agarosio. Oggi, molti derivati dell’aga- 
rosio con particolari ligandi sono disponibili sul mer- 
cato. 

Il ligande utilizzato per l’isolamento con la croma- 
tografia per affinità di una particolare proteina deve 
possedere un’affinità sufficientemente elevata da im- 
mobilizzare la proteina sul gel di agarosio, ma non 
così elevata da impedirne il rilascio successivo. Se il 
ligande è un substrato dell’enzima che deve essere 
isolato, le condizioni cromatografiche devono essere 
tali da non consentire all’enzima di funzionare o di 
distruggere il ligande. 

Dopo essere stata legata ad una colonna per una 
cromatografia per affinità e le impurezze sono state 
lavate via, la proteina deve essere rilasciata dalla co- 
lonna. Un sistema è quello di eluire la colonna con 
un composto che abbia un’affinità superiore per il 
sito di legame che la proteina utilizza per il ligande 
immobilizzato. Un altro sistema è quello di alterare 
le condizioni della soluzione che passa attraverso la 
colonna in modo da rendere instabile il complesso 
proteina-ligande, per esempio, modificando il pH, la 
forza ionica o la temperatura. Bisogna tenere presen- 
te che le condizioni non devono essere così drastiche 
da denaturare irreversibilmente la proteina. 

La cromatografia per affinità è stata utilizzata per 
purificare sostanze quali enzimi, anticorpi, proteine 
di trasporto, recettori di ormoni, membrane e anche 
cellule intere. L’ormone proteico insulina (paragra- 
fo 25.2) è stato legato covalentemente all’agarosio ed 
usato per isolare il recettore dell’insulina, una pro- 
teina presente sulla superficie delle cellule solo in pic- 
colissime quantità, e di cui molte proprietà sono an- 
cora sconosciute. Il potere di separazione della cro- 
matografia per affinità rispetto ad una data proteina 
è molto spesso molto più elevato di quello delle altre 
tecniche cromatografiche (Fig. 5.18 e Tabella 5.4). La 
sostituzione di molte tappe cromatografiche di un 
protocollo di purificazione di una proteina con una 
sola tappa di cromatografia per affinità porta a una 
proteina più pura e ad una resa maggiore. 


(a) 


i_Assorbimento della luce 
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Figura 5.18 (a) La purificazione della nucleasi da Staphylococcus (un 
enzima capace di idrolizzare il DNA) con cromatografia per affinità 
su una colonna di agarosio specifico per la nucleasi. Il composto mo- 
strato in (b), la cui unità difosfotimidinica si lega specificamente alla 
nucleasi, è stato legato covalentemente all’agarosio attivato con bro- 
muro di cianogeno. È stata preparata una colonna delle dimensioni 
di 0,8 x 5 cm ed equilibrata con un tampone borato 0,05m, pH 8,0, 
contenente 0,01M CaCl,. Sono stati poi applicati sulla colonna 40 
mg di materiale parzialmente purificato in 3,2 ml dello stesso tampo- 
ne. Dopo aver fatto passare attraverso la colonna circa 50 ml di tam- 
pone con un flusso di 70 ml-h7}, è stata applicata una soluzione 
0,1m di acido acetico per eluire l'enzima. Tutta l’attività enzimatica 
originale è stata recuperata in 8,2 mg di nucleasi pura. (Fonte: Cua- 
TRECASAS, P., WILCHEK, M. e ANFINSEN, C.B., Proc. Natl. Acad. Sci., 
61, p. 636, 1968.) 


La cromatografia per immunoaffinità sfrutta 
la specificità di legame 
degli anticorpi monoclonali 


[ 142 | La fusione dell’immunochimica con la croma- 
tografia per affinità ha generato un nuovo metodo 
molto promettente per la purificazione delle moleco- 
le biologiche. Legando gli anticorpi monoclonali (pa- 
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[150][151][152] 


toporre composti alla GLC può essere molto aumen- 
tata trasformandoli nei loro derivati volatili. Per esem- 
pio, gli amminoacidi trattati con trimetilsilano 


RCH(NH3)COOH +(C3H5),NSi(CH3);} —> 
—> RCH[NHSi(CH3)3]COOH +(C3H5),NH 


ed i carboidrati trattati allo stesso modo sono suffi- 
cientemente volatili da essere utilizzati in GLC, men- 
tre i composti originali si decompongono alla tempe- 
ratura necessaria per renderli volatili. 

La cromatografia gas-liquido e I’HPLC sono sempre 
più utilizzate nell’analisi dei fluidi corporei. Le loro 
tecniche, infatti, possono essere facilmente automa- 
tizzate e possono valutare quantità di materiale bio- 
logico, come vitamine, steroidi, lipidi o metaboliti di 
farmaci, a livello di nanomoli. 


Cromatografia per interazioni idrofobiche 


[150 ] Anche se le catene laterali non polari tendono 
a restare all’interno delle proteine native lontano dal- 
l’acqua (paragrafo 7.3B), una parte di questi gruppi 
idrofobici sono esposti ed accessibili al solvente ac- 
quoso sulla superficie della proteina. Di conseguenza 
nelle condizioni opportune, le proteine possono inte- 
ragire con gruppi non polari immobilizzati su una 
matrice. Queste interazioni sono alla base non solo 
della cromatografia per interazioni idrofobiche 
(IC); detta anche cromatografia idrofobica, ma 
anche della cromatografia a fase inversa (RPC, para- 
grafo 5.3E). Mentre la fase stazionaria della RPC ha 
un carattere fortemente idrofobico, nella HIC essa è 
una sostanza idrofilica, come il gel di agarosio, che 
è stato sostituito con gruppi idrofobici, di solito resi- 
dui ottilici o fenilici. 

Le interazioni idrofobiche nella RPC sono forti e 
quindi la fase mobile eluente deve essere altamente 
non polare (cioè contenere elevate concentrazioni di 
solventi organici come l’acetonitrile) per staccare le 
sostanze adsorbite dalla fase stazionaria. L’RPC quin- 
di può denaturare le proteine. Al contrario, le inte- 
razioni idrofobiche nella HIC sono relativamente de- 
boli e le proteine conservano la loro struttura nativa. 
Gli eluenti nelle HIC, che devono ridurre progressi- 
vamente la forza di queste interazioni deboli, sono 
tamponi acquosi con, per esempio, concentrazioni sa- 
line decrescenti (le interazioni idrofobiche sono raf- 
forzate dalle alte forze ioniche, paragrafo 5.2.4), con- 
centrazioni crescenti di detergenti oppure pH crescen- 
ti. L’HIC separa quindi le proteine native in base al lo- 
ro grado di idrofobicità superficiale, un criterio diverso 
da quelli utilizzati dagli altri tipi di cromatografia. 
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4. ELETTROFORESI 


[151]L’elettroforesi, la migrazione di ioni in un 
campo elettrico, è largamente usata per le separazio- 
ni analitiche delle molecole biologiche. La legge del- 
l’elettrostatica stabilisce che la forza elettrica, Folettrica» 
su uno ione di carica qg in un campo elettrico di forza 


x 


E è espressa da 


La risultante migrazione elettroforetica dello ione at- 
traverso una soluzione viene rallentata da una forza 
frizionale 


Frrizionale = Vf [5.7] 


dove v è la velocità di migrazione dello ione ed' f 
è il suo coefficiente frizionale. Il coefficiente frizio- 
nale è una misura del freno che la soluzione esercita 
sul movimento dello ione e dipende dalle sue dimen- 
sioni, dalla sua forma e dal suo stato di solvatazio- 
ne, come pure dalla viscosità della soluzione. 

In un campo elettrico costante, le forze sullo ione 
si bilanciano: 


gE=vf [5.8] 


e quindi ogni ione si muove con una velocità costan- 
te caratteristica. La mobilità elettroforetica, x, di 
uno ione viene definita come 


[5.9] 


La mobilità elettroforetica (ionica) in acqua a 25 °C 
di alcuni piccoli ioni è riportata nella Tabella 2.2. 
L’equazione [5.9] è realmente applicabile soltanto 
a ioni a diluizione infinita in un solvente non condu- 
cente. In soluzione acquosa, i polielettroliti, come le 
proteine, sono circondati da una nuvola di ioni con 
carica opposta, che modifica quindi le condizioni del- 
l'equazione [5.9] che diventa al massimo soltanto 
un’approssimazione della realtà. La complessità del- 
le soluzioni ioniche ha impedito di sviluppare una 
teoria che possa predire in modo certo la mobilità 
di un polielettrolita. L’equazione [5.9] indica però che 
al punto isoelettrico, pI, le molecole hanno una mo- 
bilità elettroforetica pari a zero. Inoltre per le protei- 
ne e altri polielettroliti che possiedono proprietà acido- 
basiche, la carica ionica, e quindi la mobilità elettro- 
foretica, è una funzione del pH. 
[152 ] L’uso dell’elettroforesi per la separazione di pro- 


IS 


teine è stato reso noto per la prima volta nel 1937 


iL . 


[153] 


Tecniche per la purificazione delle proteine 103 
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dal biochimico svedese Arne Tiselius. Nella tecnica 
che egli mise a punto, l’elettroforesi a fronte mo- 
bile (in fase libera), una soluzione proteica veniva 
posta in un tubo a forma di U e su entrambe le estre- 
mità della soluzione proteica veniva stratificata sen- 
za rimescolamenti una soluzione tamponata. Veniva 
poi applicato un campo elettrico immergendo i suoi 
elettrodi alle due estremità e facendo passare corren- 
te: le proteine cariche poste nel tubo erano quindi 
costrette a migrare verso il polo con carica opposta 
(Fig. 5.19). Proteine diverse si muovono a velocità di- 
verse a causa delle differenze esistenti nella loro ca- 
rica elettrica e nel loro coefficiente frizionale, gene- 
rando una serie di fronti mobili, contenenti ciascuno 
una proteina, che si spostano nella soluzione tampo- 
ne verso uno degli elettrodi. 

L’elettroforesi a fronte mobile è stata una delle tec- 
niche analitiche più potenti utilizzate all’inizio dello 
studio della chimica delle proteine. Per prevenire il 
rimescolamento per convezione delle proteine che 
stanno migrando è necessario un apparato molto in- 
gombrante che richiede quantità di campione molto 
grandi. L’elettroforesi a fronte mobile è stata quindi 
soppiantata dall’elettroforesi zonale, una tecnica in 
cui il campione viene costretto a muoversi in un sup- 
porto solido come carta da filtro, cellulosa oppure 
un gel. Questo espediente elimina quasi completamen- 
te il rimescolamento da convezione del campione, 
problema che limitava la capacità risolutiva dell’elet- 
troforesi a fronte mobile. Inoltre le piccole quantità 


G) Elettrodi (3) 


Tampone 


ascendenti A 
Fronti 


iniziali 


Fronti 
discendenti 
Proteina 
disciolta nel 
tampone 


Figura 5.19 Schema di una cella di Tiselius per la misura della mobi- 
lità elettroforetica con il metodo del fronte mobile. Nell'esempio, le 
due diverse specie di proteine cariche negativamente e con diversa 
Mobilità elettroforetica sono disciolte nel tampone. Mentre le protei- 
ne migrano verso l’anodo, il bordo iniziale e finale della proteina 
più veloce supereranno quelli dell'altra proteina più lenta formando 
due fronti mobili ascendenti e due fronti mobili discendenti. 


(b) 


loni Punto di loni 


negativi applicazione 


del campione 


positivi 


Figura 5.20 Elettroforesi su carta. (a) Schema dell'apparecchio usato. 
Il campione viene applicato in un punto della carta inumidita con 
il tampone. Le estremità della carta sono in contatto con il tampone 
contenuto in due recipienti in cui sono immersi anche gli elettrodi; 
viene poi applicato un campo elettrico. (b) Schema di un elettrofore 
togramma su carta completato. Notate che gli ioni positivi (cationi) 
hanno migrato verso il catodo e gli ioni negativi (anioni) hanno mi- 
grato verso l’anodo. Le molecole scariche sono rimaste nel punto 
di applicazione. 


che vengono impiegate nell’elettroforesi zonale con- 
sentono di visualizzare i vari componenti del cam- 
pione in esame come bande (zone) ben definite. 


A. Elettroforesi su carta 


[153] Nell’elettroforesi su carta, il campione viene 
applicato in un punto della striscia di carta o di ace- 
tato di cellulosa inumidita con la soluzione tampone. 
Le estremità della striscia di carta vengono immerse 
in due recipienti separati contenenti il tampone ed 
in questi recipienti sono posti gli elettrodi (Fig. 5.20). 
Dopo aver applicato una corrente continua, gli ioni 
presenti nel campione migrano verso l’elettrodo con 
carica opposta ad una velocità caratteristica, forman- 
do alla fine bande separate ed omogenee. La velocità 
di migrazione di uno ione viene influenzata in parte 
dalle sue interazioni con il supporto solido, ma di- 
pende sostanzialmente dalla sua carica. Dopo aver 
completato l’elettroforetogramma (sono di solito ne- 
cessarie alcune ore) la striscia viene asciugata ed i 
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[156](157] 


sere meglio risolte e diventare più nette utilizzando 
una tecnica ingegnosa nota come elettroforesi a pH 
discontinuo oppure a disco, che richiede due siste- 
mi di gel e diverse soluzioni tampone (Fig. 5.24). Il 
«gel per la corsa», in cui avviene la separazione, vie- 
ne preparato come è stato descritto in precedenza 
e quindi viene stratificato sopra uno strato di un cm 
di altro gel con pori molto grandi, detto «gel di accu- 
mulo» o «spaziatore». Il tampone nel recipiente infe- 
riore e nel gel per la corsa ha le proprietà descritte 
in precedenza, mentre quello nella soluzione del cam- 
pione {o nel gel del campione) e nel gel di accumulo 
ha un pH di circa due unità più basso rispetto a quel- 
lo del recipiente inferiore. Il pH del tampone nel re- 
cipiente superiore che deve contenere un acido de- 
bole (di solito la glicina, pK2=9,6) viene portato a 
un valore simile a quello del recipiente inferiore. 
Quando viene applicata corrente, gli ioni migrano 
dal tampone nel recipiente superiore nel gel di accu- 
‘mulo e gli ioni presenti nel tampone di questo gel 
migrano anch'essi davanti a loro. Quando ha luogo 
questo spostamento, gli ioni del tampone nel reci- 
piente superiore incontrano un pH che è molto più 
basso del valore della loro pK ed assumono quindi 
la loro forma scarica (nel caso della glicina la forma 
Zzwitterionica) e diventano elettroforeticamente im- 
mobili. Ciò determina una diminuzione dei traspor- 
tatori di carica, cioè si genera in questa regione un’e- 
levata resistenza elettrica R, che, per il continuo ri- 
fornimento di una corrente I costante attraverso il 
circuito elettrico secondo la legge di Ohm (E=IR), 
determina un aumento localizzato del campo elettri- 
co E. In risposta all'aumento del campo, gli anioni 
macromolecolari migrano rapidamente fino a che non 
incontrano gli ioni del tampone del gel di accumulo, 
dove la loro migrazione tende a rallentare poiché in 
questa regione non vi è carenza di ioni. Questo effet- 
to fa sì che le macromolecole ioniche si avvicinino al 
gel per la corsa e si accumulino in bande o dischi 
molto vicini tra loro (circa 0,01 mm), ordinati secon- 
do la loro mobilità, che si trovano tra gli ioni del 
tampone del recipiente superiore che stanno migran- 
do e quelli del tampone del gel di accumulo. Appena 
le macromolecole ioniche entrano nel gel per la cor- 
sa, la loro migrazione diminuisce per l’effetto della 
gel filtrazione. Questo fatto consente agli ioni del tam- 
pone del recipiente superiore di raggiungere le ban- 
de delle macromolecole e poiché il pH del tampone 
del gel per la corsa è più alto, essi possono riassume- 
re la loro forma completamente carica appena entra- 
no nel gel. Viene quindi a scomparire il difetto di 
trasportatori di carica e da questo punto in poi l’elet- 
troforesi procede normalmente. La compattezza del- 
le bande delle macromolecole che entrano nel gel au- 
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Figura 5.25 Fotografia delle bande che appaiono in una colonna di 
gel di poliacrilamide (0,5 x 4,0 cm) dopo una elettroforesi a disco 
del siero umano. Le proteine sono state colorate con amido black 
(nero). (Per gentile concessione di Robert W. Hartley, NIH.) 


menta profondamente la risoluzione della separazio- 
ne operata da questa tecnica (Fig. 5.25). 


I gel di agarosio vengono usati 
per separare grandi molecole 


[456] Per disporre di pori sufficientemente larghi per 
separare con un PAGE molecole con massa molecola- 
re superiore a 200 kD è necessario che la concentra- 


‘ zione di poliacrilamide nèl gel sia intorno a 2,5%; 


in queste condizioni i gel sono molto molli e difficol- 
tosi da usare. Il problema viene superato utilizzando 
l’agarosio (paragrafo 5.3C) da solo o mescolato con 
la poliacrilamide. Per esempio, un gel con una con- 
centrazione di agarosio dello 0,8% viene usato per 
la separazione elettroforetica degli acidi nucleici con 
masse molecolari superiori a 50000 kb. 


Le bande nei gel possono essere rivelate 
per colorazione o per conteggio 
della radioattività 


[157 ] Le bande che si ottengono durante la separa- 
zione elettroforetica possono essere identificate con 
una varietà di metodi. Il gel viene immerso in una 


[158] 
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soluzione alcolica ed acida contenente il Coomassie 
brilliant blue, il colorante più utilizzato a questo 
scopo. Questo trattamento fissa la proteina nel gel 
denaturandola e allo stesso tempo il colorante si com- 
plessa alla proteina. Il colorante in eccesso viene ri- 
mosso mediante numerosi lavaggi del gel con solu- 
zioni acide o con una decolorazione elettroforetica. 
È possibile evidenziare proteine presenti in quantità 
pari a frazioni di microgrammo. Le bande contenen- 
ti quantità minori di proteina possono essere visua- 
lizzate con la colorazione con argento, che è circa 
50 volte più sensibile anche se un poco più complica- 
ta da eseguire. La fluorescammina, un tipo diverso 
di evidenziante per le proteine, è una molecola non 
fluorescente che reagisce con le ammine primarie, 
come la lisina, formando un prodotto di addizione 
altamente fluorescente se irradiato con la luce UV. 


== 


R_N 
(0) 
RNH > î OH 
COOH 


Flworescammina 
(non fluorescente) 


Le proteine, come pure altre sostanze, possono esse- 
re identificate illuminando un gel con la luce UV che 
viene adsorbita da queste molecole. Se il campione 
è radioattivo, il gel può essere asciugato sotto vuoto 
trasformandosi in un materiale simile al cellophane, 
oppure ricoperto con un foglio di plastica, e poi ada- 
giato su una pellicola per raggi X. Dopo un certo tem- 
po (che può variare da pochi minuti a molte settima- 
ne a seconda dell’intensità della radiazione) la lastra 
fotografica viene sviluppata e l’autoradiografia co- 
sì ottenuta rivelerà la posizione dei componenti ra- 
dioattivi dagli annerimenti presenti sulla lastra (in 
alternativa è possibile utilizzare un detector sensibi- 
le alle radiazioni — una pellicola elettronica — che 
rivela la posizione delle bande radioattive anche in 
pochi secondi). È possibile anche tagliare il gel in fet- 
tine e determinare in ciascuna di esse i livelli di ra- 
dioattività usando uno scintillatore liquido. Que- 
st’ultimo metodo dà risultati molto più accurati del- 
l’autoradiografia. Il materiale contenuto nelle fettine 
di gel può essere eluito per ulteriori tappe di identi- 
ficazione o per altri trattamenti. 


Prodotto di addizione della 
fluorescammina (altamente fluorescente) 


C. SDS-PAGE 


[158]I saponi ed i detergenti sono molecole anfipati- 
che (paragrafo 2.1B) in grado di denaturare le protei- 
ne per i motivi riportati nel paragrafo 7.4E. Il sodio 
dodecil solfato (SDS), 


[CH3—(CHo);y— CH'—0— SO; ] Na" 
Sodio dodecil solfato (SDS) 


un detergente molto spesso usato nelle preparazioni 
biochimiche, si lega abbastanza tenacemente alle pro- 
teine forzandole ad assumere una forma a bastonci- 
no. La maggior parte delle proteine lega l’SDS nello 
stesso rapporto, 1,4 g di SDS per grammo di proteina 
(circa una molecola di SDS ogni due residui ammi- 
noacidici). La carica negativa che 1’SDS porta con sé 


Membrane 


Sopranatanti 


Figura 5.26 Elettroforesi a disco su gel di poliacrilamide in presenza 
di sodio dodecil solfato (SDS) del sopranatante (a sinistra) e della fra- 
zione di membrana (a destra) di vari ceppi del batterio Sa/monella 
typhimurium. | campioni contenenti ciascuno 200 ug di proteina so- 
no stati fatti correre in linee parallele in un gel lungo 35 cm e spesso 
0,8 mm contenente il 10% di poliacrilamide. La linea indicata con 
MW contiene proteine con pesi molecolari noti, utilizzate come stan- 
dard. (Per gentile concessione di Giovanna F. Ames, University of 
California, Berkeley.) 
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Figura 5.30 Coefficienti di sedimentazione in unità Svedberg 
di alcune sostanze biologiche. (Fonte: diagramma fornito dalla 
Beckman Instruments, Inc.) 


B. Ultracentrifugazione pr eparativa i conda della particolare applicazione che si intende 
eseguire (Fig. 5.31). 


Nella derivazione dell’equazione [5.15], si è assun- 


ss 


[166] [167] 
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Figura 5.31 Una selezione di rotori per ultracentrifughe preparative. 
| tubi per il campione nei rotori a bracci oscillanti sono incernierati 
in modo da poter passare dalla posizione verticale a quella orizzonta- 
le quando il rotore inizia a muoversi. Gli altri rotori sono ad angolo 
fisso ed i tubi restano anche durante la corsa sempre nella stessa 
posizione rispetto all'asse del rotore. (Per gentile concessione della 
Beckman Instruments, Inc.) 


due applicazioni dei gradienti di densità: (1) l’ultra- 
centrifugazione zonale e (2) l’ultracentrifugazio- 
ne in gradiente di densità all’equilibrio. 


L’ultracentrifugazione zonale separa 
le particelle in base al loro coefficiente 
di sedimentazione 


[166 | Nella centrifugazione zonale una soluzione di 
una macromolecola viene stratificata in cima ad un 


| 
= -—— Campione 


'-—_ Gradiente 
stabilizzante 
di saccarosio 


Centrifugazione 
eee Wi 


gradiente di densità preparato usando un apparec- 
chio simile a quello della Fig. 5.7. Lo scopo del gra- 
diente di densità è quello di rendere più omogeneo 
il passaggio delle varie zone contenenti le macromo- 
lecole eliminando i mescolamenti convettivi della so- 
luzione. Il saccarosio, che forma uno sciroppo ed una 
soluzione biochimicamente inerte, viene.comunemen- 
te usato per formare gradienti di densità per la cen- 
trifugazione zonale. Il gradiente di densità deve es- 
sere poco pronunciato in quanto la densità massima 
della soluzione deve essere minore di quella della mo- 
lecola meno densa presente nella miscela. L’equazio- 
ne [5.15] dice però che la velocità di sedimentazione 
di una macromolecola è una funzione più sensibile 
al peso molecolare che alla densità. Di conseguenza, 
l’ultracentrifugazione zonale separa le macromoleco- 
le principalmente in base alla loro massa molecolare. 
Durante la centrifugazione ogni specie molecolare 
si muove attraverso il gradiente ad una velocità che 
dipende in gran misura dal coefficiente di sedimen- 
tazione e si sposta come una banda (zona) che può 
essere separata dalle altre zone, come è mostrato nella 
Fig. 5.32. Dopo la centrifugazione, è possibile racco- 
gliere le varie zone forando il fondo del tubo da cen- 
trifuga con un ago e facendo gocciolare il contenuto 
in tante frazioni che saranno analizzate in seguito. 


L’ultracentrifugazione in gradiente di densità 
all’equilibrio separa le particelle in base 
alla loro densità 


[167 ] Nella centrifugazione in gradiente di densità 
all’equilibrio [alternativamente detta anche ultracen- 


| 
al —Componente che | 


sedimenta lentamente Frazionamento , | 


Componente che 


sedimenta velocemente 


[165] L’ultracentrifuga preparativa, come impli- 
ca il suo nome, serve a preparare campioni e differi- 
sce dalla ultracentrifuga analitica in quanto manca- 
no i sistemi di osservazione del campione durante 
la corsa. I rotori delle ultracentrifughe preparative 
contengono tubi cilindrici in cui va messo il campio- 
ne, che possono essere in posizioni parallele, ad an- 
golo, oppure perpendicolari all’asse del rotore, a se- 


to che la sedimentazione avvenga in un mezzo omo- 
geneo. È possibile però effettuare una sedimentazio- 
ne in una soluzione di una sostanza inerte, come il 
saccarosio o il cloruro di cesio, in cui la concentrazio- 
ne, e quindi la densità della soluzione, aumenta dal- 
l’alto verso il basso del tubo da centrifuga. L’uso di 
questi gradienti di densità migliora il potere di ri- 
soluzione dell’ultracentrifuga. Sono molto utilizzate 


Figura 5.32 Rappresentazione schematica della centrifugazione zona- 
le. Il campione viene stratificato su un gradiente di saccarosio (a sini- 
stra). Durante la centrifugazione (in mezzo) ogni particella sedimenta 
ad una velocità che dipende principalmente dalla sua massa. Dopo 
la fine della corsa, il tubo da centrifuga viene forato sul fondo e ven- 
gono raccolte le varie particelle separate (a destra). 
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Figura 5.34 Ultracentrifugazione isopicnica. La centrifugazione di una 
miscela uniforme di un campione contenente macromolecole diverse 
disciolta in una soluzione di un soluto denso e con una elevata velo- 
cità di diffusione, come il CSCI (a sinistra). All’equilibrio in un campo 
centrifugo, il soluto forma un gradiente di densità in cui migrano le 
macromolecole fino alla loro posizione di galleggiamento (a destra). 


1. Miscela uniforme 
di campione e di 
sostanza capace di 
formare un gradiente 


Figura 5.33 Distribuzione della densità all'equilibrio di una soluzio- 
ne di CsCI durante una corsa all’ultracentrifuga ad una velocità di 
39 460 giri per minuto. La densità iniziale della soluzione era 1,7 


2. Centrifugazione 
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trifugazione isopicnica; (dal greco: isos, 
uguale + pvknos, denso)], il campione viene disciolto 
in una soluzione concentrata di una sostanza densa 
e capace di diffondere velocemente (e quindi a basso 
peso molecolare) come il CSCÌ o il Cs,S0, e centrifu- 
gata ad alta velocità fino a che la soluzione non rag- 
giunge l’equilibrio. Il campo centrifugo elevato spin- 
ge il soluto a basso peso molecolare a generare un 
ripido gradiente di densità; in queste condizioni i va- 
ri componenti del campione si distribuiscono in ban- 
de in posizioni in cui la densità (Fig. 5.33) della solu- 
zione è uguale alla loro; cioè (1- Vo) nell’equazione 
[5.15] diventa uguale a zero (Fig. 5.34). 

Le bande che si sono formate vengono raccolte in 
frazioni separate con il sistema descritto prima e la 
densità della soluzione viene determinata con un ri- 
frattometro di Abbé, uno strumento ottico che mi- 
sura l’indice di rifrazione di una soluzione. 

La tecnica del gradiente di densità all’equilibrio vie- 
ne spesso scelta quando è necessario separare miscele 
di sostanze le cui densità sono raccolte in un certo 
ambito. In questo gruppo sono comprese sostanze 
come gli acidi nucleici, alcuni tipi di organelli sub- 
cellulari come ad esempio, i ribosomi. L’ultracentri- 
fugazione isopicnica non è molto efficace nella sepa- 
razione di miscele di proteine in quanto la loro den- 
sità varia di poco (ed elevate concentrazioni di sali 
possono causare una denaturazione delle proteine). 


3. il gradiente si è 
formato e le bande 
dei campioni hanno 
raggiunto le loro 
posizioni isopicniche 


g- ml”. (Fonte: IFFT, J.B., Voet, D.H. e VinoGrao, ]., /. Phys. Chem., 
65, p. 1138, 1961.) 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


[168 ] Le macromolecole presenti nelle cellule sono so- 
lubilizzate distruggendo le cellule con vari sistemi chi- 
mici e meccanici. La centrifugazione differenziale vie- 
ne utilizzata per purificare parzialmente ed isolare 
i componenti subcellulari. Quando sono prive dell’am- 
biente protettivo della cellula, le proteine e le altre 
macromolecole devono essere trattate in modo da pre- 
venire il loro danneggiamento in condizioni come pH 
estremi, temperature elevate, degradazione enzimati- 
ca e chimica e trattamenti meccanici drastici. Il gra- 
do di purezza di una sostanza che si vuole isolare 
può essere seguito durante le varie tappe del procedi- 
mento con un dosaggio specifico. 

Le proteine vengono purificate su larga scala me- 
diante precipitazione frazionale, variando la solubi- 
lità delle proteine con la concentrazione salina oppu- 
re con il pH della soluzione. 

La cromatografia a scambio ionico utilizza mate- 
riali di supporto come resine polistireniche o cellulo- 
sa. Le separazioni si basano su interazioni elettro- 
statiche differenziali tra i gruppi carichi dei materia- 
li scambiatori di ioni e quelli delle sostanze che devo- 
no essere separate. Nella cromatografia su carta, i 
composti vengono separati per ripartizione tra una 
fase mobile costituita da un solvente non polare e una 
fase stazionaria acquosa legata alle fibre della cellu- 
losa. La separazione può essere migliorata ripetendo 
la cromatografia in una seconda dimensione ed usan- 
do un diverso sistema di solventi. Le molecole posso- 
no essere localizzate mediante specifici coloranti, co- 
me la ninidrina per gli amminoacidi ed i polipeptidi 
oppure mediante marcature radioattive. Nella croma- 
tografia per gel filtrazione, le molecole vengono sepa- 
rate in base alla loro dimensione ed alla loro forma, 
utilizzando granuli di polidestrano con legami cro- 
ciati, poliacrilamide oppure agarosio che hanno pori 
di dimensioni molecolari. È possibile valutare il peso 
molecolare delle macromolecole usando una colonna 
per cromatografia per gel filtrazione opportunamen- 
te calibrata. La cromatografia per affinità separa le 
biomolecole in base alla loro capacità biochimica di 
legarsi specificamente ad un’altra molecola. La cro- 
matografia liquida ad alta risoluzione (HPLC) utiliz- 
za le tecniche di separazione descritte prima, ma im- 


piega materiali cromatografici ad alta risoluzione, 
pressioni molto elevate e sistemi automatici di misce- 
lazione dei solventi di rivelazione delle sostanze, in 
modo da ottenere gradi di risoluzione migliori di quan- 
to non sia possibile avere con i procedimenti cromato- 
grafici convenzionali. La cromatografia di assorbimen- 
to, la cromatografia su strato sottile (TLC), e la cro- 
matografia gas-liquido (GLC) sono pure utilizzate nella 
sperimentazione biochimica. 

Nell’elettroforesi le molecole cariche vengono sepa- 
rate in base alle loro velocità di migrazione in un cam- 
po elettrico su un supporto solido costituito da carta, 
acetato di cellulosa, poliacrilamide con legami crocia- 
ti oppure agarosio. L’elettroforesi su carta può essere 
combinata con la cromatografia su carta nella tecni- 
ca bidimensionale detta fingerprinting. L’elettrofore- 
si su gel utilizza un supporto di poliacrilamide con 
legami crociati o di agarosio e le molecole vengono 
separate in base alle loro dimensioni ed alla loro ca- 
rica. Il detergente anionico sodio dodecil solfato (SDS) 
denatura le proteine e le ricopre uniformemente gene- 
rando sulle proteine una densità simile di carica ed 
una forma a bastoncino. La SDS-PAGE può essere uti- 
lizzata per valutare il peso molecolare delle macro- 
molecole. 

Nell’isoelettrofocalizzazione, le macromolecole im- 
merse in un gradiente di pH stabile sono sottoposte 
a un campo elettrico che causa la loro migrazione 
nella loro posizione isoelettrica. 

Nell’ultracentrifugazione, le molecole vengono sepa- 
rate sottoponendole a campi gravitazionali sufficien- 
temente grandi da superare le forze di diffusione. È 
possibile calcolare il peso molecolare delle molecole dal 
loro coefficiente di sedimentazione, misurato con cen- 
trifugazioni in un solvente oppure in gradienti pre- 
formati di sostanze a basso peso molecolare e chimi- 
camente inerti come il saccarosio. In alternativa, le 
molecole possono essere separate in base alla loro den- 
sità di galleggiamento in una soluzione con un gra- 
diente di densità di una sostanza, come il cloruro di 
cesio, densa e con una diffusione molto rapida. La 
deviazione del rapporto frizionale delle molecole dal- 
l’unità è un indice del loro grado di solvatazione e 
di allungamento. 
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118 Capitolo 5 


16. Calcolate l’accelerazione centrifuga, in gravità () su 
una particella posta a 6,5 cm dall’asse di rotazione 
di una ultracentrifuga che sta girando a 60 000 giri 
per minuto (1 g=9,81 m-s7?). 


17. In una soluzione tampone diluita a 20 °C, l’aldolasi 
del muscolo di coniglio ha un coefficiente frizionale 
di 8,74x 1078 g-s71, un coefficiente di sedimenta- 
zione di 7,35 S e un volume parziale specifico di 0,742 
cmî - g71. Calcolate la massa molecolare dell’aldola- 
si assumendo che la densità della soluzione sia 0,998 
g° emo 3. 


18. Il coefficiente di sedimentazione di una proteina è 
stato misurato osservando la sua sedimentazione a 
20 °C in un’ultracentrifuga che ruotava a una veloci- 
tà di 35000 giri per minuto. 
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Distanza del fronte di migrazione 


Tempo, t (min) dal centro di rotazione, r (cm) 


4 5,944 
6 5,966 
8 5,987 
10 6,009 
12 6,032 


La densità della soluzione è 1,030 g - cm 73, il volume par- 
ziale specifico della proteina è 0,725 cm$ - g! e il suo coef- 
ficiente frizionale è 3,72x 10-38 g- 871. Calcolate il coeffi- 
ciente di sedimentazione della proteina in Svedberg e la 
sua massa molecolare. 
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1. Determinazione della struttura primaria 

. Analisi dei gruppi terminali: quante subunità diverse? 

. Rottura dei ponti disolfuro 

. Separazione e purificazione delle catene polipeptidiche 

. Composizione in amminoacidi 
Reazioni specifiche per la rottura del legame peptidico 
Separazione e purificazione dei frammenti peptidici 

. Determinazione della sequenza 


TONMONA > 


. Ordinamento dei frammenti peptidici 
I. Posizione dei ponti disolfuro 

L. Mappe peptidiche 

M. Sequenza degli acidi nucleici 


2. Modificazione delle proteine 


3. Evoluzione chimica 
A. Anemia a cellule falciformi: l'influenza della selezione 
naturale 
B. Variazioni tra specie in proteine omologhe: effetto 
delle spinte neutrali 
C. Evoluzione mediante duplicazione genica 


4. Sintesi dei polipeptidi 
A. Procedimenti di sintesi 


B. Problemi e prospettive 
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Strutture covalenti 
delle proteine 


[170] Le proteine hanno un ruolo fondamentale nei 
processi biologici. Esse funzionano come enzimi ca- 
paci di catalizzare le reazioni chimiche, che sono nel 
loro complesso alla base della vita. Le proteine sono 
pure regolatori per queste reazioni, sia direttamente 
come componenti di enzimi, sia indirettamente, co- 
me messaggeri chimici, noti come ormoni, oppure 
come recettori per questi ormoni. Esse servono an- 
che a trasportare ed immagazzinare importanti so- 
stanze biologiche come gli ioni metallici, l’ossigeno, 
il glucosio, i lipidi e molti altri tipi di molecole. Sotto 
forma di fibre muscolari o di altre strutture contratti 
li, le proteine generano il movimento coordinato di 
numerosi processi biologici, compresi la separazione 
dei cromosomi durante la divisione cellulare e il mo- 
vimento dei nostri occhi mentre stiamo leggendo que- 
sta pagina del libro. Lè proteine, come la rodopsina 
della retina dei nostri occhi, ricevono informazioni 
sensoriali che vengono poi trasmesse mediante l’a- 
zione delle proteine delle cellule nervose. Le protei- 
ne del sistema immunitario come le immunoglobu- 
line formano un sistema difensivo essenziale negli 
animali superiori. Le proteine sono elementi attivi, 
e sono anche il prodotto dell’espressione dell’infor- 
mazione genetica; gli acidi nucleici sono, per la mag- 
gior parte, banche di informazioni su cui agiscono 
le proteine. Queste possono avere anche ruoli passivi 
fondamentali, come il collageno, che partecipa alla 
formazione delle ossa, dei tendini e dei legamenti, 
caratterizzati dalla loro elevata resistenza alla tensio- 
ne. Da tutto ciò, risulta ancora valido il vecchio detto 
che diceva che le proteine sono i «mattoni» della vita. 
[171]La funzione delle proteine può essere compresa 
analizzando la-loro struttura, cioè le relazioni tridi- 
mensionali degli atomi che compongono una protei- 
na. La struttura delle proteine, come quella di altre 
sostanze polimeriche, viene tradizionalmente suddi- 
visa in quattro livelli di organizzazione (Fig. 6.1). 


1. La struttura primaria (struttura 1) è la sequen- 
za amminoacidica di una catena polipeptidica. 
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60 x H,N—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C— ... 


con di 
(031 


1-dimetilamminonaftalene- 
5-sulfonil cloruro (dansil cloruro) 


H Cl 


I 


Polipeptide 


R (O) 
Fed 


NH-CH—-C-NH—CH—C-NH_-CH— CT «è. 


Dansil polipeptide 


N(CH3)s 
SO, R, o Ro 


TE 


NH—-CH—CT—0OH + H3N-€H—C00H + 


Dansil amminoacido 
(fluorescente) 


Figura 6.3 Reazione del dansil cloruro nella determinazione dei gruppi 
terminali. 


in una proteina. Per esempio, l’insulina ha una ugua- 
le quantità di Phe e di Gly come residui N-terminali: 
questo fatto ci dice che l’insulina è formata da due 
catene polipeptidiche non uguali. 


Identificazione dei residui N-terminali 


[175] Vi sono diversi metodi con cui è possibile iden- 
tificare i gruppi terminali di un polipeptide. Il com- 
posto 1-dimetilamminonaftalene-5-sulfonil cloru- 
ro (dansil cloruro) reagisce con le ammine prima- 
rie (compreso il gruppo amminico e della Lys) for- 
mando polipeptidi dansilati (Fig. 6.3). 

L’idrolisi acida (paragrafo 6.1D) libera il residuo N- 
terminale sotto forma di dansilamminoacido, con 
una intensa fluorescenza gialla, che può essere iden- 
tificato cromatograficamente in quantità inferiori al- 


Rs 
+ | 
HsN—CH— COOH + --- 


Amminoacidi liberi 


2 


le 100 pmol di materiale (una pmole=10-* mol). 

Nel metodo di identificazione del residuo 
N-terminale più usato, la degradazione di Edman 
(dal nome del suo inventore, Pehr Edman), il fenili- 
sotiocianato (PITC, reagente di Èdman) reagisce 
con i gruppi amminici N-terminali delle proteine in 
condizioni moderatamente alcaline formando il loro 
addotto feniltiocarbammilico (PTC) (Fig. 6.4). Que- 
sto prodotto viene trattato con acido fluoridrico ani- 
dro che stacca il residuo N-terminale sotto forma di 
derivato tiazolinonico, ma non idrolizza altri lega- 
mi peptidici. La degradazione di Edman rilascia quin- 
di il residuo amminoacidico N-terminale, ma lascia 
intatta la restante parte della catena polipeptidica. 

Il derivato amminoacil-tiazolinone viene quindi 
estratto selettivamente in un solvente organico e con- 
vertito in feniltioidantoina (PTH), che è chimica- 
mente più stabile. 

Questo PTH-amminoacido può essere identificato per 
confronto con standard noti in cromatografia su strato 
sottile, in elettroforesi, in cromatografia liquida ad 
alta risoluzione (HPLC) oppure in gas cromatografia 


176 
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possibilmente combinata con una spettroscopia di 
massa (paragrafi 5.3 e 5.4). 

La principale differenza tra la degradazione di Ed- 
man e gli altri metodi di identificazione del residuo 
N-terminale sta nel fatto che sottoponendo la catena 
polipeptidica a cicli ripetuti della degradazione di Ed- 
man, possiamo determinare la sua sequenza ammi- 
noacidica, identificando ogni volta il PTH-amminoaci- 
do liberato. Questa tecnica è stata automatizzata, por- 
tando ad un grande risparmio di tempo e di materia- 
le (paragrafo 6.1G). 


Identificazione del residuo C-terminale 


[476 ] Non è attualmente disponibile un procedimen- 
to chimico paragonabile alla degradazione di Edman 
per l’analisi sequenziale del residuo terminale a par- 
tire dal residuo C-terminale di un polipeptide. È pos- 
sibile ottenere qualcosa di analogo enzimaticamente, 


R, 0 
LF <a 


usando le esopeptidasi (enzimi che staccano il resi- 
duo terminale da un polipeptide). Una classe di eso- 
peptidasi, le carbossipeptidasi, catalizzano l’idroli- 
si del residuo C-terminale dei polipeptidi: 
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redes + HsN—CH-C—NH—CH—C—NH—CH—C— ... 
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OH 
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io Il 
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SA 


PTC-polipeptide 


HF anidro 
Ri (0) 
N 4 
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i è 
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Si Le 


Ri 4° 
HE_C 
o. 
N em 
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PTH-amminoacido 


Ei ian 


+ 
HgN-CH—-C-NH-CH—CT— ».. 


Polipeptide originale meno 
il residuo N-terminale 


Figura 6.4 Degradazione di Edman. Notate che la reazione avviene 
in tre fasi separate che richiedono condizioni diverse. | residui ammi- 
noacidici possono essere rimossi sequenzialmente dall’estremità 
N-terminale di un polipeptide con un sistema controllato. 
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eliminando quindi la possibilità di utilizzare una delle 
principali tappe nella determinazione della struttura 
primaria — la rottura specifica dei legami peptidici 
a livello di residui di Met mediante la reazione con 
il bromuro di cianogeno (paragrafo 6.1E). L'acido per- 
formico distrugge in parte anche le catene laterali 
indoliche dei residui di Trp. 

La rottura riduttiva dei ponti disolfuro ad opera 
dei mercaptani è molto più compatibile con le strate- 
gie utilizzate nella determinazione della struttura pri- 
maria. La rottura riduttiva viene molto spesso otte- 
nuta per trattamento con 2-mercaptoetanolo 


DS) + 2HSCH,CH,0H 


CRI 
0° PNH—CH—CT— -*- 


Cistinia 2-mercaptoetanolo 
î 
ce° SNEEESE aio 

pra 

SH SCH,CH30H 

+ + | 

I 

CH, 0 


00° NH—-CH— CT <*- 


oppure con i diastereomeri ditiotreitolo e ditioeri- 
tritolo (noti anche con il nome di reagenti di Cle- 


land). 
Per esporre tutti i ponti disolfuro all’agente riducen- 
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î 
vee NH—CH— CT °° 
[RE CH,SH 
CHy Ì 
CHOH 
S + Ì 
CHOH 
î 
CHsSH 
ai 
ee»°-—NH—-CH_-C— **- Ditiotreitolo 
o . 
Cistina ditioeritritolo 
î 
dote —NH—CH-C— 0. 
îa 
SH , HO s 
t 
S 
HO 
pi 
CH, 0 


see -NH-CH—CT -*- 


te, la reazione viene di solito condotta in condizioni 
che denaturano la proteina (che distruggono la con- 
formazione nativa; vedi il prossimo paragrafo). I ri- 
sultanti gruppi sulfidrilici liberi vengono alchilati per 
trattamento con acido iodoacetico, 


Cys—CH,— SH + ICH,C00° 


—— 


Cisteina Iodoacetato 


Cys—CH,— S—CHyC00° + HI 

S-carbossimetilcisteina 
per impedire la riformazione dei ponti disolfuro per 
ossidazione da parte dell’O,. Questi derivati alchili- 


ci sono stabili all’aria e nelle condizioni usate in se- 
guito per la rottura dei legami peptidici. 


FUAlETEHEENI 
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C. Separazione e purificazione 
delle catene polipeptidiche 


[178 ]I polipeptidi non identici che eventualmente co- 
stituiscono una proteina devono essere separati e pu- 
rificati in vista della loro sequenziazione. La disso- 
ciazione delle subunità, come pure la denaturazione, 
avviene in condizioni acide o basiche, ad una con- 
centrazione salina bassa, ad elevata temperatura op- 
pure mediante l’uso di agenti denaturanti come l’u- 
rea, il suo analogo imminico ione guanidinio 


Ione guanidinio 


e detergenti quale il sodio dodecilsolfato (SDS; 
paragrafo 5.4C). Le subunità dissociate possono esse- 
re separate con i metodi descritti nel Capitolo 5 che 
riconoscono piccole differenze nella dimensione e nel- 
la polarità del polipeptide. Vengono molto spesso usa- 
te le cromatografie a scambio ionico e per gel filtra- 
zione. 


D. Composizione in amminoacidi 


[179 ] Prima di iniziare il lavoro di sequenziamento 
di una catena polipeptidica è importante conoscere 
la sua composizione in amminoacidi, cioè il numero 
di ogni tipo di amminoacido presente nella moleco- 
la. La composizione in amminoacidi di una subunità 
viene determinata mediante la sua idrolisi completa 
seguita da una analisi quantitativa degli amminoa- 
cidi liberati. È possibile ottenere l’idrolisi di un poli- 
peptide sia chimicamente (acidi o basi) e sia enzima- 
ticamente, ma nessuno di questi metodi è completa- 
mente soddisfacente. 

Nell’idrolisi catalizzata da un acido, il polipeptide 
viene disciolto in HCl 6N; la soluzione viene sigillata 
sotto vuoto in una fiala per prevenire l’ossidazione 
da parte dell’aria degli amminoacidi contenenti zol- 
fo e riscaldata a 100-120 °C per un tempo che va 
dalle 10 alle 100 ore. Questi lunghi tempi di idrolisi 
sono necessari a liberare completamente gli ammi- 
noacidi alifatici Val, Leu e Ile. 

Non tutte le catene laterali sono però resistenti a 
questo trattamento piuttosto drastico. Ser, Thr e Tyr 
sono parzialmente degradati; è possibile valutare e 


correggere queste perdite seguendo la loro scompar- 
sa in funzione del tempo di idrolisi. Un problema 
più serio è dato dal fatto che l’idrolisi acida distrug- 
ge pressoché completamente i residui di Trp. Inol- 
tre, gli amminoacidi Asn e Gin sono convertiti nei 
corrispondenti acidi Asp e Glu e viene liberata am- 
moniaca; quindi, dopo l’idrolisi acida può essere de- 
terminata soltanto la quantità di Asx (= Asn+ Asp) 
e di Glx (=Gln+Glu) e di NH7 (= Asn+GlIn). 

L’idrolisi catalizzata da una base è completata in 
2 - 8 ore di incubazione a 100 °C in una soluzione 
di NaOH 2 - 4N. Questo trattamento è ancora più pro- 
blematico in quanto determina la distruzione di Cys, 
Ser, Thr e Arg e causa la deamminazione e la race- 
mizzazione parziale degli altri amminoacidi. L’idro- 
lisi alcalina viene usata principalmente per misurare 
il contenuto in Trp. 

La digestione enzimatica completa di un polipepti- 
de richiede una miscela di peptidasi in quanto un 
solo enzima non rompe tutti i legami peptidici. Le 
Tabelle 6.1 e 6.2 indicano le specificità delle esopep- 
tidasi e delle endopeptidasi (enzimi che catalizza- 
no l’idrolisi di legami peptidici interni) comunemen- 
te usati per questi scopi. La pronasi, una miscela 
di proteasi relativamente non specifiche estratte dal- 
lo Streptomyces griseus viene spesso utilizzata per ot- 
tenere una idrolisi completa. La quantità di enzima 
utilizzabile deve essere meno dell’1% in peso della 
catena polipeptidica in esame in quanto l’enzima pro- 
teolitico, essendo esso stesso una proteina, si autode- 
grada e potrebbe contaminare significativamente il 
digerito finale. La digestione enzimatica viene usata 
per la determinazione delle quantità di Trp, Asn e 
Gln, residui che vengono distrutti o modificati dai 
trattamenti chimici. 


L’analisi degli amminoacidi 


è stata automatizzata 


[180 ]Il contenuto in amminoacidi di un idrolizzato 
di un polipeptide può essere determinato quantitati- 
vamente usando un analizzatore automatico di 
amminoacidi. Questo strumento separa gli ammi- 
noacidi con una cromatografia a scambio ionico (una 
tecnica messa a punto da William Stein e da Stan- 
ford Moore) o da una cromatografia in fase inversa 
utilizzando 1’HPLC (paragrafo 5.3E). Gli amminoaci- 
di vengono derivatizzati prima o dopo la colonna cro- 
matografica mediante il trattamento con dansil clo- 
ruro, il reagente di Edman o con o-ftalaldeide (OPA) 
insieme a 2-mercaptoetanolo. Quest'ultimo reagente 
forma con gli amminoacidi un addotto altamente fluo- 
rescente: 
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130 Capitolo 6 


Dopo idrolisi della catena polipeptidica con tripsina, 


i residui di Lys possono essere ripristinati per la suc- 
cessiva identificazione mediante un trattamento blan- 
do in acido (pH 2-3). I residui di Cys possono invece 
essere amminoalchilati da una #-aloammina per 
formare un residuo carico positivamente che è rico- 
nosciuto dalla tripsina. 


| 

e 

CHCH,—SH + BrCH,CH,NH} 
| 

i 

: Cys 2-bromoetilammina 
i ‘HBr 

NH 


Ì 
ca S—CH,CH,NH} 


Queste reazioni estendono l’uso della tripsina in mo- 
do da trarre ulteriori vantaggi dalla sua specificità. 

Le altre endopeptidasi elencate nella Tabella 6.2 han- 
no un grado di specificità minore rispetto alla tripsi- 
na e spesso generano frammenti con sequenze che 
si sovrappongono. È possibile però con una proteo- 
lisi limitata, cioè adottando opportune condizioni 
di digestione e tempi di incubazione molto brevi, ot- 
tenere anche con queste endopeptidasi frammenti 
omogenei da sequenziare. La produzione di fram- 
menti diversi è dovuta al fatto che la struttura molto 
complessa di una proteina (subunità) presenta molti 
altri legami suscettibili all’azione dell’enzima proteo- 
litico, posti al di sotto della superficie della molecola 
proteica. Utilizzando le condizioni appropriate e tem- 
pi di reazione corretti, verranno idrolizzati soltanto 
quei legami peptidici che sono inizialmente accessi- 
bili alla peptidasi. La proteolisi limitata è particolar- 
mente utile nella produzione di frammenti delle di- 
mensioni giuste da subunità che possiedono troppi 
o troppo pochi residui di Arg e Lys per poter usare 
la tripsina (anche se sono presenti troppi legami su- 
scettibili, la proteolisi limitata con tripsina può dare 
risultati apprezzabili). 


Il bromuro di cianogeno rompe specificamente 
legami peptidici dopo residui di Met 


[184 | Alcuni reagenti chimici possono rompere il le- 
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game peptidico a livello di specifici residui. Il più 
usato di questi reagenti, il bromuro di cianogeno 
(NCBr), determina la rottura specifica e quantitativa 
sul lato C di residui di Met formando un peptidil 
omoserina lattone. 


Fr 

S: CEN 

I SI 

CHo Br 

CHo Bromuro di 
| cianogeno 


R_ 0 
> Bro 
pr 

+ 
S- C=N 
(di 
_eB2 
i 
NH—CH c7° 


R (0) 
CHg 
| Metil 
.B—C=N tiocianato 
+ 
—_ CHa 
CH; \ 
| (o) 
-.. -NH-C— 
al 
N_CH_C- mas 
R (0) 
H,0 
—_ CHy 
CH. \ 
, | Le, 
Omoserina ..._NH Co 
peptidil lattone H Il 
o, 5 
+ 
N—-CH—C— 
Amminoacil H3N I 
peptide R (0) 
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La reazione viene portata avanti in una soluzione aci- 
da (HCl 0,1N oppure acido formico al 70%) che dena- 
tura la proteina e consente l’attacco di tutti i residui 
di Met. 

Un frammento peptidico generato da un processo 
di rottura specifica può essere ancora troppo grande 
per essere sequenziato. In questo caso, dopo la sua 
purificazione viene sottoposto ad una seconda fram- 
mentazione usando un processo di rottura diverso 
dal primo. 


F. Separazione e purificazione 
dei frammenti peptidici 


[485] Ancora una volta dobbiamo usare le tecniche 
di separazione, questa volta per isolare i frammenti 
peptidici, generati dal processo di rottura specifica, 
per le successive operazioni di sequenziazione. I re- 
sidui non polari non sono esclusi all'ambiente acquo- 
so come accadeva invece nella proteina nativa (Capi- 
toli 7 e 8). Di conseguenza, molti frammenti peptidi- 
ci tendono ad aggregare, precipitare e ad essere ad- 
sorbiti fortemente ai materiali cromatografici. Ciò 
porta molto spesso alla perdita del peptide o dei pep- 
tidi. Fino ad ora lo sviluppo di metodi che potessero 
separare in modo soddisfacente una miscela di fram- 
menti peptidici ha costituito il problema principale 
e, in particolare, quello che ha fatto perdere più tem- 
po in tutto il processo di determinazione della se- 
quenza di un polipeptide. Questi metodi compren- 
dono l’uso di denaturanti, come l’urea e 1’SDS, per 
solubilizzare i frammenti peptidici e la scelta di ma- 
teriali cromatografici e di condizioni capaci di ridur- 
re al massimo le perdite di campione per adsorbi- 
mento. L’avvento della cromatografia in fase inversa 
in HPLC (paragrafo 5.3C) ha trasformato la separa- 
zione dei frammenti peptidici in una tecnica molto 
semplice e di applicazione routinaria. 


G. Determinazione della sequenza 


[186] Una volta ottenuti i frammenti peptidici della 
lunghezza corretta prodotti con una delle tecniche 
specifiche di rottura citate prima, è possibile deter- 
minarne la sequenza. Il modo migliore è quello di ri- 
petere ciclicamente la degradazione di Edman (para- 
grafo 6.1A). Edman e Geoffrey Begg hanno costruito 
un apparecchio automatico in grado di effettuare tutto 
il procedimento noto con il nome di sequenziatore 
0 sequenafor a coppa rotante. Questo strumento 
contiene una coppa di vetro rotante ad una velocità 
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da 1000 a 4000 giri per minuto, sulla cui superficie 
interna è immobilizzato il peptide sotto forma di film 
sottile. In un tipo diverso di apparecchio detto se- 
quenziatore (sequencer) in fase solida il peptide 
è invece legato covalentemente ad un supporto soli- 
do inerte, ad esempio una resina polistirenica, e quin- 
di il derivato tiazolinone-amminoacido prodotto dal 
trattamento acido viene separato per semplice filtra- 
zione ad ogni ciclo della degradazione di Edman. Ne- 
gli strumenti più avanzati, il peptide è immerso in 
un sale amminico quaternario polimerico, il polibre- 
ne, che immobilizza il peptide, ma al tempo stesso 
è facilmente penetrabile ai reagenti di Edman (tra- 
sportati sotto forma di vapori in un flusso di argon). 
In tutti questi strumenti, quantità accuratamente mi- 
surate dei vari reagenti vengono aggiunte nella cella 
di reazione ad intervalli programmati. I derivati 
tiazolinone-amminoacidi vengono rimossi automati- 
camente, convertiti nei corrispondenti PTH-ammino- 
acidi (Fig. 6.4) e identificati per cromatografia. Que- 
ste apparecchiature sono in grado di identificare più 
di un residuo per ora. 

Di solito, è possibile ottenere sequenze della lunghez- 
za da 40 a 60 residui (80 o più nei sistemi più sofisti- 
cati) prima che gli effetti di reazioni incomplete o col- 
laterali e la perdita di materiale durante i vari cicli 
inficino i risultati delle analisi. Poiché è possibile iden- 
tificare in una cromatografia in fase inversa, con un 
sistema HPLC equipaggiato con un rivelatore ad ad- 
sorbimento della luce UV, meno di una pmole di un 
PTH-amminoacido, l’analisi della sequenza di un pep- 
tide potrà essere condotta su campioni di circa 5 - 
10 pmol (meno di 0,1 ug di materiale — una quantità 
così piccola da non essere visibile). 


H. Ordinamento dei frammenti peptidici 


[187] Stabilita la sequenza dei frammenti peptidici, 
ci resta da stabilire l’ordine con cui essi sono legati 
nel polipeptide originale. Possiamo ottenere questo 
ordine confrontando le sequenze amminoacidiche di 
un gruppo di frammenti peptidici con quelle di un 
altro gruppo di frammenti peptidici, prodotti con un 
sistema di rottura diverso dal primo, i cui punti di 
rottura si possano sovrapporre a quelli della prima 
serie (Fig. 6.7). Le regioni di sovrapposizione devono 
essere sufficientemente lunghe da non consentire sta- 
tisticamente errori in queste disposizioni. Essendovi 
però venti possibilità per ogni residuo amminoacidi- 
co, la sovrapposizione, anche di solo pochi residui, 
è di solito sufficiente allo scopo. 
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134 Capitolo 6 


MID LO 


[190][191] 


Determinazione della sequenza amminoacidica 
mediante la spettrometria di massa 


[iso ] La spettrometria di massa (MS) sta emergen- 
do come una tecnica pratica per la determinazione 
della sequenza di frammenti peptidici di dimensioni 
fino a circa 25 residui amminoacidici. Fino a poco 
tempo fa, l’uso della spettrometria di massa di mole- 
cole organiche piuttosto grandi era limitato dalle dif- 
ficoltà che si incontravano nel vaporizzarle senza pro- 
vocare una decomposizione termica (la spettrometria 
di massa richiede che le molecole siano in fase gasso- 
sa). Questo impedimento è stato eliminato con una 
tecnica di ionizzazione chiamata bombardamento 
con atomi veloci (FAB-MS) in cui il composto in 
esame, sciolto in una piccola quantità di solvente vo- 
latile come il glicerolo, viene irradiato con un raggio 
di atomi di Ar o di Xe nella camera di ionizzazione 
dello spettrometro di massa. Questo processo porta 
all’espulsione dalla soluzione di glicerolo di ioni 
(M +H)*, dove M rappresenta il composto in esame, 
cioè il polipeptide in questo caso. Gli ioni polipeptidi- 
ci si rompono alle estremità con sistemi noti forman- 
do una serie di derivati polipeptidici sempre più pic- 
coli, la cui massa molecolare può essere misurata con 
un’accuratezza superiore a +0,5 D. 

Confrontando la massa molecolare di gruppi di 
frammenti sempre più grandi, diventa possibile de- 
terminare la massa molecolare e quindi l’identità dei 
corrispondenti residui amminoacidici. È possibile al- 
la fine ottenere la sequenza dell’intero polipeptide. 
La computerizzazione del processo di confronto del- 
la serie dei frammenti ha ridotto il tempo necessario 
a determinare una sequenza a pochi minuti, un tem- 
po brevissimo se paragonato alle ore richieste per 
un ciclo della degradazione di Edman. È anche possi- 
bile determinare contemporaneamente la sequenza 
di diversi polipeptidi presenti nella stessa miscela o 
in presenza di contaminanti, senza che vi sia per 
esempio la necessità di purificare i frammenti pepti- 
dici di una proteina prima di determinare la loro 
sequenza (paragrafo 6.1F). Infine, la spettrometria 
di massa può essere usata per sequenziare peptidi 
il cui residuo N-terminale è bloccato (una modifica- 
zione postraduzionale comune negli eucarioti che im- 
pedisce la degradazione di Edman) ed identificare 
molti altri tipi di modificazioni come la fosforilazio- 
ne (paragrafo 4.3A) e la glicosilazione (paragrafo 
10.3C). I principali svantaggi, nella determinazione 
della sequenza di un polipeptide con la spettrome- 
tria di massa, sono dovuti ai costi elevati dello stru- 
mento e alla bassa sensibilità se confrontata con quel- 
la dei sequenziatori più recenti che usano la degra- 
dazione di Edman. 
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M. Sequenza degli acidi nucleici 


[191 ] Le sequenze amminoacidiche delle proteine so- 
no specificate dalle sequenze di basi degli acidi nu- 
cleici (paragrafo 30.1) e quindi, conoscendo il codice 
genetico, è possibile stabilire la struttura primaria 
di una proteina dalla sequenza del corrispondente 


acido nucleico. Le tecniche per la determinazione del- . 


la sequenza degli acidi nucleici sono state sviluppate 
molto più tardi di quelle delle proteine ma, alla fine 
degli anni °’70, questi metodi sono arrivati al punto 
che è diventato più facile sequenziare un segmento 
di DNA che la proteina che esso specifica (le tecni- 
che di sequenza degli acidi nucleici sono trattate nel 
paragrafo 28.6). Anche se le sequenze delle proteine 
vengono ora ricavate routinariamente dalle sequen- 
ze del DNA, la determinazione diretta della sequen- 
za di una proteina resta uno strumento biochimico 
indispensabile per diverse ragioni. 


1. I ponti disolfuro possono essere localizzati solo dal- 
la sequenza della proteina. 

2. Molte proteine vengono modificate dopo la loro 
biosintesi per rimozione di alcuni residui e per 
derivatizzazione di altri (paragrafo 30.5). Le iden- 
tità di queste modificazioni, che sono spesso es- 
senziali per la funzione biologica della proteina, 
possono essere determinate solo sequenziando di- 
rettamente la proteina. 

3. È spesso difficile identificare ed isolare un aci- 
do nucleico che codifica per la proteina in og- 
getto. 

4. Un comune errore nella sequenziazione del DNA 
è l’involontaria inserzione o delezione di un sin- 
golo nucleotide. Il codice genetico è costituito da 
triplette consecutive di nucleotidi, ognuna delle 
quali codifica per un singolo residuo amminoaci- 
dico (paragrafo 30.1B). L’erronea addizione o de- 
lezione di un nucleotide dalla sequenza di un ge- 

‘ ne modifica quindi il quadro di lettura del gene 
e la predizione di tutti i residui amminoacidici 
che stanno dopo il punto dell’errore. Il doppio con- 
fronto tra la sequenza amminoacidica predetta e 
quella di una serie di oligonucleotidi ricavati da 
tratti della catena polipeptidica possono identifi- 
care questo tipo di errori. 

5. Il codice genetico «standard» non è universale: 
quello dei mitocondri e di alcuni protozoi è leg- 
germente diverso (paragrafo 30.1E). Queste varian- 
ti del codice genetico furono identificate da con- 
fronti tra le sequenze di proteine e delle basi dei 
loro corrispondenti geni. Se vi sono altre varianti 
al codice genetico, non vi sono dubbi che saranno 
identificate con questo sistema. 


(192) 
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2. MODIFICAZIONE DELLE PROTEINE 


[192 ] Una comune strategia per l’identificazione dei 
residui di una proteina, essenziali per la sua funzio- 
ne biologica, è quella di trattare la proteina con com- 
posti che reagiscono con specifiche catene laterali di 
amminoacidi. Una proteina potrà essere inattivata da 
questo reagente gruppo-specifico se esso altera chi- 
micamente uno dei residui essenziali della proteina. 
Se è nota la sequenza della proteina, risulta più facile 
identificare i residui modificati per mezzo di un’a- 
nalisi tipo fingerprinting. Anche senza conoscere la 
struttura primaria della proteina, il confronto tra i 
fingerprint della proteina modificata e non modifica- 
ta può fornire utili informazioni sulla natura del re- 
siduo colpito dal reagente gruppo-specifico. Nella Ta- 
bella 6.3 sono elencati alcuni di questi composti ed 
i prodotti che formano. 

Un gruppo cataliticamente attivo può essere reso 
particolarmente reattivo dall’ambiente che lo circon- 
da nella proteina e può reagire con certi tipi di rea- 
genti in modo anormale. Per esempio, la famiglia di 
enzimi chiamata serina proteasi (la tripsina, la chi- 
motripsina e l’elastasi sono membri di questa fami- 
glia) contiene nel sito attivo un residuo di Ser insoli- 
tamente reattivo (paragrafo 14.3) (il sito attivo di 
un enzima è costituito dai residui che legano i sub- 


strati — reattanti — e partecipano alla catalisi). Que- 
sto residuo di Ser reagisce con il diisopropilfosfo- 
fluoruro (DIPF) formando il seguente derivato: 


1 OOSHSHSa 
frena rz0E + Ea 


Serina reattiva Diisopropilfosfofluoruro 


(DIPF) 


HF 


I 

NE O—CH(CHg), 
CH—CH>—0—P=0 

og O—CH(CHx)g 


Gli altri residui di Ser, presenti nella stessa proteina, 
non reagiscono con il DIPF e quindi questa reazione 
costituisce un metodo di marcatura specifica della Ser 
del sito attivo delle serina proteasi. 


Lys 


1-fluoro-2,4-dinitrobenzene (FDNB) 


NO, NO, 
OgN Oa on) NH(CHo)y_ 
NO) NO, 


Trinitrofenil-Lys 


Acido trinitrobenzene sulfonico 


sl 
E,C-C—S—CH,—CHy 


Etiltiotrifluoroacetato 


Prodotto 


ON ©, NH(CHo)a 


Lys-dinitrofenilata (-DNP) 


Altri gruppi reattivi 


| Cys, His, Amminico 
N-terminale 


Amminico N-terminale 


î 
F,C-C— NH(CHa) — 


Amminico N-terminale 


Trifluoracetil-Lys 
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Catena laterale Reagente Prodotto Altri gruppi reattivi 
Asp, Glu 
(continua) CHo—CHa Sar i 
N (0) O 
I | 
Il + I | 
ì cha pà (e) 
Il 
cOHa)a NH, NH—CT— CH, 
N(CHg)o 
EDAC* Glicin metil estere 
His 
CHo— 
Cod Asp, Cys, Glu, Lys, Met 
ICH,— COO” \N 
2 \ “CH3—C00° 
Iodoacetato 
Pal 
CHg—CHo—0—C 
\ CHo— 
d: 4 N ni Re 
CH:—CH,—0—C SOLR 
CH3—CH,—0 
Dietilpirocarbonato Etilcarbossamido-His 
Trp 
CH,— 
CI— 8 NO, N S NO Cys (può essere 
* ù decomposto dai tioli) 
H 
NO9 NO, 
2,4-dinitrofenilsulfenil cloruro 
(o) CHa— 
N—Br (o) His, Cys, Arg, Lys, Tyr 
N 
(0) ; 
N-bromo succinimmide ‘ 
Tyr NO, 
COD), o 
Tetranitrometano 3-nitrotirosina 


* T-etil-3-(3-dimetillamminopropilcarbodiimmide (o carbodiimmide solubile in acqua). 
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3. EVOLUZIONE CHIMICA 


[193] Gli individui, come le specie nel loro comples- 
so, sono caratterizzati dal loro patrimonio genetico 
ereditabile. Questo patrimonio genetico, come vedre- 
mo nella Parte 5 del volume, specifica in un organi- 
smo sia le sequenze amminoacidiche di tutte le pro- 
teine che le quantità e i momenti in cui queste pro- 
teine devono essere presenti in ogni cellula. La com- 
posizione in proteine di un organismo è quindi un’e- 
spressione diretta del suo patrimonio genetico. 

In questo paragrafo prenderemo in analisi gli aspetti 
evolutivi delle sequenze amminoacidiche, cioè ci con- 
centreremo sullo studio dell’evoluzione chimica del- 
le proteine. Modificazioni evoluzionistiche, che trag- 
gono origine da eventi mutazionali casuali, alterano 
spesso la struttura primaria di una proteina. Una mo- 
dificazione indotta da una mutazione, se deve essere 
propagata, deve in qualche modo aumentare, o al- 
meno non diminuire, la probabilità che il possessore 
ha di sopravvivere mediante la riproduzione. Molto 
spesso gli effetti delle mutazioni sono deleteri e in 
qualche caso letali e portano quindi alla morte del- 
l'organismo colpito. In casi molto più sporadici, co- 
me vedremo in seguito, la mutazione determina un 
aumento dell’adattabilità dell’organismo colpito al- 
l’ambiente in cui vive. 


A. Anemia a cellule falciformi: 
l'influenza della selezione naturale 


[194] L’emoglobina, il pigmento rosso del sangue, 
è una proteina la cui funzione principale è quella 
di trasportare l’ossigeno attraverso il corpo. Una mo- 
lecola di emoglobina è un tetramero a2f:, cioè è co- 
stituita da due subunità a e da due subunità £ uguali 
(Fig. 6.1). L’emoglobina è contenuta negli eritrociti 
(i globuli rossi; dal greco, erythrose, rosso + kyptos, 
vaso vuoto) di cui rappresenta circa il 33% in peso 
in un individuo normale. In ognuno dei loro viaggi 
nel sistema circolatorio, gli eritrociti, che hanno di 
solito una forma flessibile a disco biconcavo (Fig. 
6.11a), devono schiacciarsi quando passano attraver- 
so i vasi capillari che hanno un diametro più piccolo 
del loro. 

Negli individui con la malattia genetica detta ane- 
mia a cellule falciformi, molti eritrociti assumono 
una forma irregolare a falce nelle condizioni a bassa 
concentrazione di ossigeno tipica dei capillari (Fig. 
6.11b). Questa modificazione della forma degli eri- 
trociti aumenta la loro rigidità e impedisce poi il loro 
passaggio attraverso i capillari. Le cellule a forma di 


(b) 


Figura 6.11 Fotografia al microscopio elettronico a scansione di: (a) 
eritrociti umani normali che mostrano la loro forma a disco biconca- 
vo. (David M. Phillips/Visuala Unlimited.) (b) Un eritrocita falciforme 
di un paziente con anemia a cellule falciformi. (Bill Longcore/Photo 
Researchers, Inc.) 


falce rallentano quindi il flusso del sangue nei capil- 
lari; nei momenti di «crisi» il flusso sanguigno in al- 
cune aree del corpo di questi individui è completa- 
mente bloccato generando un esteso danno ai tessuti 
e dolori lancinanti. Inoltre questi individui affetti da 
anemia a cellule falciformi soffrono anche di una gra- 
ve anemia emolitica (una condizione caratterizzata 
dalla distruzione di globuli rossi) in quanto l’aumen- 
tata fragilità meccanica diminuisce il tempo di vita 
di questi eritrociti che, nella norma, è di circa 120 
giorni. Gli effetti debilitanti di questa malattia erano 
tali che, fino alla prima metà di questo secolo, gli 
individui affetti da anemia a cellule falciformi solo 
di rado sopravvivevano fino alla maturità (i moderni 
trattamenti sono più efficaci, ma non costituiscono 
ancora una cura). 
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198 


Uomo, scimpanzé 

Scimmia Rhesus 

Cavallo 

Asino 

Bue, maiale, pecora 

Cane 

Coniglio 

Balena grigia della California 
Canguro grigio 


Mammiferi 


Pollo, tacchino 
Piccione 

Anitra pechinese 
Tartaruga 
Serpente a sonagli 
Rana toro 

Tonno 

Pescecane 


Altri 
vertebrati 


Samia cymthia (falena) 
Falena del tabacco 

Mosca 

Drosophila (moscerino della frutta) 


Insetti 


Lievito di birra 
Candida krusei (lievito) 
Neurospora crassa (muffa) 


Piante 
inferiori 


Germe di grano 

Seme di grano saraceno 
Seme di girasole 
Fagiolo 

Cavolfiore 

Zucca 

Seme di sesamo 

Seme di ricino 

Seme di cotone 

Seme di Abutilon 


umero di amminoacidi diversi 


Piante superiori 


AO A 


p_P _D D Pop DD p pop 
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* Le catene laterali degli: amminoacidi sono colorate in base alle loro caratteri- 
stiche di polarità e carica in modo da poter identificare le sostituzioni conserva- 
tive e î residui invarianti dalle barre verticali di un singolo colore. La lettera 
io della catena indica che il gruppo amminico N-terminale è acetilato; 
una h indica invece che il gruppo acetile è assente. 


sostituite conservativamente. In altre posizioni, 
invece, sono tollerati molti tipi diversi di amminoa- 
cidi; ciò indica che quelle regioni non sono diretta- 
mente interessate a specifiche funzioni della protei- 

. Queste posizioni vengono dette ipervariabili. 


Frequenza delle sequenze simili 


[198 ] Nelle proteine vi sono le sequenze amminoaci- 
diche favorite o sfavorite? Il confronto delle sequen- 
ze di una vasta serie di proteine che non possiedono 
sequenze ridondanti indica che virtualmente tutte 
le sequenze dipeptidiche e tripeptidiche possibili so- 
no presenti in un numero consistente e con una di- 


Fonte: Dickerson R.E., Sci. Am. 226(4), pp. 58-72 (1972), con correzioni tratte 


da Dickerson, R.E. e TimkovicH, R., in Bover, P.D., (curatore), The Enzymes, ‘ 


3? ed., Vol. 11, pp. 421-422, Academic Press, 1975; Copyright © Tabella, 
Irving Geis. 


stribuzione casuale, considerando la composizione 
media di queste proteine. Poiché le proteine primor- 


diali erano probabilmente poche, questa osservazio- : 


ne suggerisce che dueste sequenze primordiali siano 
state sottoposte ad un’evoluzione considerevolmente 
«agitata» e che vi possono essere molti modi di di- 
sporre i 20 amminoacidi in strutture equivalenti (co- 
sa confermata dall’analisi delle strutture proteiche ai 
raggi X). È sorprendente che una particolare sequen- 
za tripeptidica che è associata ad una specifica fun- 
zione in una certa famiglia di proteine, è presente 
con una frequenza casuale nelle proteine che non 
hanno quella certa funzione. 

L’enorme massa di sequenze che sono state deter- 
minate (a tutt’oggi, circa 17 000) continua a dimostrare 
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BRBBRBERBE: 


612312 5112 512717452 


Idrofilici, acidi 


[Dj] Asp ui “u 


Idrotilici, basici 


Polari scarichi (E Asno Asp 


Ser 


[A] Ala [C]Cys [F] Em {7 mu 
[M] Met [P]Pro [V] 


Idrofobici 


che la maggior parte delle proteine sono membri di 
famiglie evoluzionisticamente correlate. Infatti, mol- 
te proteine sono mosaici di sequenze amminoacidi- 
che presenti in una varietà di altre proteine. 


Il citocramo c è una proteina ben adattata 


99] Per illustrare gli aspetti a cui abbiamo accen- 


541 \11113111111815122169217222222264454 


[L] Leu 


nato, prendiamo in considerazione una proteina pre- 
sente praticamente in tutti gli eucarioti, il citocro- 
mo c. Questa proteina è costituita da una singola ca- 
tena polipeptidica di 103 o 104 residui amminoacidi- 
ci nei vertebrati, mentre in altri phila ha otto residui 
in più nella regione N-terminale. Il citocromo c è pre- 
sente nei mitocondri e fa parte della catena di tra- 
sporto degli elettroni, un complesso sistema meta- 
bolico che funziona durante l’ossidazione terminale 
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Piante contro Animali 


Citocromo c 
(20 milioni di anni) 


Istone H4 
(600 milioni di anni) 
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Figura 6.15 Velocità di evoluzione di quattro proteine non correlate. 
Il grafico è stato costruito ponendo in ordinata il valore medio delle 
differenze, in unità PAM, delle sequenze amminoacidiche sui due 
lati di un punto di ramificazione di un albero filogenetico (corretto 
per assegnare più di una mutazione ad un dato sito) ed in ascissa 
il tempo, calcolato dai reperti fossili, in cui le- specie corrispondenti 


(Fig. 6.15). Ciò risulta vero anche per altre proteine, 
le cui velocità di evoluzione sono rappresentate nella 
Fig. 6.15. Ognuna di esse ha una caratteristica veloci- 
tà di modificazione, nota come periodo unitario di 
evoluzione, che viene definita come il tempo neces- 
sario per modificare dell’1% la sequenza amminoaci- 
dica di una proteina dopo che due specie si sono se- 
parate. Per il citocromo c il periodo unitario di evo- 


i dalla divergenza 


800 


Algonchiano | 


si sono separate da un comune progenitore. Le barre verticali di erro- 
re indicano le differenze sperimentali nei dati di sequenza. La veloci- 
tà di evoluzione di ogni proteina, che è proporzionale alla pendenza 
della retta, è indicata di fianco ad ogni retta ed è espressa in periodo 
di evoluzione unitario. (Copyright © Irving Geis.) 


luzione è di 20,0 milioni di anni. Confrontiamo que- . 


sto valore con quello della proteina meno variante, 
l’istone H4 (600 milioni di anni), e con quello delle 
proteine più varianti, l’emoglobina (5,8 milioni di an- 
ni), e i fibrinopeptidi (1,1 milioni di anni). 
Queste informazioni non implicano però che le ve- 
locità delle mutazioni sul DNA che specifica per que- 
ste proteine siano diverse, ma piuttosto che la veloci- 
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tà con cui vengono accettate le mutazioni su una pro- 
teina dipende da come la variazione di amminoacido 
altera la sua funzione. Il citocromo c, per esempio, 
è una proteina piuttosto piccola che, per svolgere le 
sue funzioni biologiche, deve interagire con un gran 
numero di complessi proteici, mediante contatti con 
la sua area superficiale. Qualsiasi cambiamento mu- 
tazionale nel citocromo c con molta probabilità an- 
drà ad alterare queste interazioni a meno che con- 
temporaneamente i complessi proteici con cui il cito- 
cromo c interagisce non mutino anch’essi per ade- 
guarsi alla nuova situazione, cosa estremamente im- 
probabile in natura. Questo fatto spiega la stabilità 
evoluzionistica del citocromo c. L’istone H4 è una pro- 
teina che lega il DNA nei cromosomi di eucarioti (pa- 
ragrafo 33.1A). Il suo ruolo fondamentale nel com- 
pattamento degli archivi genetici lo rende evidente- 
mente intollerante a qualsiasi tipo di mutazione. L’i- 
stone H4 è così ben adattato alla sua funzione che 
gli istoni H4 dei piselli e del bue, specie che si sono 
separate 1,2 miliardi di anni fa, differiscono soltanto 
per due sostituzioni conservative sui 102 residui che 
compongono la molecola. L’emoglobina, come il cito- 


x 


cromo c, è un’intricata macchina molecolare (para- 


. grafo 9.2). Essa agisce preferenzialmente come pro- 


teina solubile e libera e quindi i suoi gruppi superfi- 
ciali sono più tolleranti alle mutazioni di quelli del 
citocromo c (non nel caso dell’HbS; paragrafo 9.3B). 
Questo spiega la maggiore velocità di evoluzione del- 
l’emoglobina. I fibrinopeptidi sono polipeptidi di cir- 
ca 20 residui che si formano per proteolisi della pro- 
teina dei vertebrati fibrinogeno, quando quest’ulti- 
ma viene convertita in fibrina durante il processo 
di coagulazione del sangue (paragrafo 34.1A). Una 
volta staccati, i fibrinopeptidi vengono scartati e quin- 
di la pressione selettiva per mantenere costante la 
loro sequenza amminoacidica è relativamente bassa 
e la loro velocità di evoluzione è molto elevata. Se 
assumiamo che i fibrinopeptidi si siano evoluti ca- 
sualmente, i periodi unitari di evoluzione ci dicono 
che nell’emoglobina soltanto 1,1/5,8= 1/5 delle varia- 
zioni casuali di amminoacidi sono accettabili, cioè so- 
no innocue, mentre questa entità è pari a 1/18 nel 
citocromo c ed a 1/550 nell’istone H4. 


Le velocità di mutazione sono costanti 
nel tempo 


[203] Le sostituzioni amminoacidiche in una protei- 
na derivano principalmente da modificazioni di una 
singola base nel gene che specifica la proteina (para- 
grafo 30.1). Se queste mutazioni puntiformi avven- 


gono come conseguenza di errori nel processo di re- 


Mammiferi Piante 
«<——_-—__ 


Insetti 


Figura 6.16 Albero filogenico che mostra il numero medio di diffe- 
renze amminoacidiche tra i citocromi c di mammiferi, di insetti e 


. delle piante. | mammiferi e gli insetti si sono differenziati dalle piante 


in ugual modo a causa del loro punto di ramificazione comune. (Fon- 
fe: DICKERSON, R.E. e TIMKOVITCH, R., in BovER, P.D., (curatore), The 
Enzymes, 3* ed., Vol. 11, p. 447, Academic Press, 1975.) 


plicazione del DNA, la velocità con cui una data pro- 
teina accumula le mutazioni dovrebbe essere costan- 
te rispetto al numero di generazioni. Se invece i pro- 
cessi mutazionali sono il risultato di degradazioni chi- 
miche casuali del DNA, la velocità delle mutazioni 
dovrebbe essere costante rispetto al tempo in assolu- 
to. Per scegliere tra queste due ipotesi, confrontiamo 
la velocità di divergenza del citocromo c negli insetti 
con quella osservata nei mammiferi. 

Gli insetti hanno tempi di generazione più corti 
rispetto ai mammiferi e quindi se la replicazione del 
DNA fosse la fonte principale di errori mutazionali, 
e dato che le linee degli insetti e dei mammiferi di- 
vergono, gli insetti si sarebbero dovuti evolvere più 
rapidamente rispetto alle piante di quanto abbiano 
fatto i mammiferi. Il semplice albero filogenetico ri- 
portato nella Fig. 6.16 dimostra che i numeri delle 
differenze amminoacidiche medie tra il citocromo c 
degli insetti e delle piante (45,2) è essenzialmente 
uguale a quello calcolato tra i mammiferi e le piante 
(45). Dobbiamo quindi concludere che il citocromo 
c accumula le mutazioni ad una velocità uniforme 
rispetto al tempo e non rispetto al numero di gene- 
razioni. Ciò implica che le mutazioni puntiformi nel 
DNA si accumulino ad una velocità costante nel tem- 
po e per effetto di modificazioni chimiche casuali piut- 
tosto che per errori nel processo replicativo. 


L’evoluzione delle proteine non è la base 
dell’evoluzione -degli organismi 


[204 ] Anche se esiste un buon accordo tra gli alberi 
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stabilito che essi si sono differenziati, dopo una du- 
plicazione genica, circa 300 milioni di anni fa, al tem- 
po in cui i mammiferi si separarono dai rettili. L’uni- 
ca indicazione funzionale che ricorda un’origine co- 
mune delle due proteine è data dal fatto che entram- 
be partecipano a reazioni che coinvolgono carboidrati. 

Come abbiamo stabilito in precedenza e come ve- 
dremo in dettaglio nel paragrafo 8.1, la struttura 
tridimensionale di una proteina, e quindi la sua fun- 
zione, è dettata dalla sua sequenza amminoacidica. 
Molte delle proteine che sono state sequenziate sono 
più o meno simili ad altre proteine conosciute. Sem- 
bra quindi probabile che la miriade di proteine pre- 
senti in un dato organismo si sia formata mediante 
duplicazione genica. 

Ciò suggerisce che la comparsa di una proteina con 
una nuova sequenza ed una nuova funzione sia un 
evento estremamente raro in biologia. 


4, SINTESI DEI POLIPEPTIDI 


[207]In questa sezione vedremo la sintesi chimica 
dei polipeptidi a partire dagli amminoacidi. La possi- 
bilità di fabbricare polipeptidi non disponibili in na- 
tura ha un enorme potenziale biomedico: 


1. Per studiare le proprietà dei polipeptidi variando 
sistematicamente le loro catene laterali. 

2. Per ottenere polipeptidi con proprietà uniche. 

3. Per fabbricare polipeptidi farmacologicamente at- 
tivi, poco rappresentati o addirittura assenti nel 
mondo biologico. 


Una delle applicazioni più promettenti della sintesi 
dei polipeptidi è la produzione dei vaccini sintetici. 
I vaccini, che sono costituiti da virus «uccisi» (inatti- 
vati) oppure attenuati «vivi», ma mutati in modo da 
non proliferare negli uomini) stimolano il sistema im- 
munitario a sintetizzare anticorpi specificamente di- 
retti contro questi virus, conferendo di conseguenza 
l'immunità all'organismo (la risposta immunitaria sa- 
rà discussa nel paragrafo 34.2A). 

L’uso di questi vaccini non è però senza rischi; i 
virus attenuati, per esempio, possono mutare in una 
forma di nuovo virulenta ed i vaccini con virus «uc- 
cisi» hanno causato più di una volta ugualmente la 
malattia, in quanto contenevano forme virali ancora 
«vive». Inoltre, è difficile coltivare grandi quantità 
di virus per produrre le quantità necessarie di vacci- 
ni. Questi problemi potrebbero essere eliminati pro- 
ducendo vaccini da polipeptidi sintetici che abbiano 
la sequenza amminoacidica dei determinanti antige- 
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nici dei virus (gruppi molecolari che stimolano il si- 
stema immunitario a sintetizzare anticorpi contro di 
essi). Alcuni di questi vaccini sintetici sono già di am- 
pio uso generale. 

I primi polipeptidi ad essere sintetizzati chimica- 
mente erano composti da un solo tipo di amminoaci- 
do e sono quindi noti come omopolipeptidi. Questi 


composti, come la poliglicina, la poliserina e la po-. 


lilisina, sono facilmente sintetizzati con i metodi clas- 
sici della chimica dei polimeri. Essi sono serviti come 
utili modelli di studio per investigare le proprietà 
chimico-fisiche dei polipeptidi, come ad esempio il 
comportamento conformazionale e le loro interazio- 
ni con l’ambiente acquoso. 

La prima sintesi chimica di un polipeptide biologi- 
camente attivo è stata quella dell'ormone nonapepti- 
dico (nove amminoacidi) ossitocina, nel 1953, da par- 
te di Vincent du Vigneaud. 


Ci 


Gly — Leu— Pro — Cys — Asn — Gln — IÎle— Tyr — Cys 


Ossitocina 


Successivi miglioramenti nelle metodologie di sintesi 
dei polipeptidi hanno portato alla produzione di nu- 
merosi polipeptidi biologicamente attivi e di alcune 
proteine. 


A. Procedimenti di sintesi 


[208 ]I polipeptidi vengono sintetizzati legando co- 
valentemente gli amminoacidi, uno dopo l’altro, al- 
l'estremità di una catena polipeptidica nascente. Im- 
maginate che un polipeptide venga sintetizzato a par- 
tire dal suo C-terminale verso il suo N-terminale, cioè 
che la catena nascente finisca con un gruppo ammi- 
nico libero. Allora ciascun amminoacido che viene 
aggiunto alla catena deve avere il suo gruppo 
a-amminico protetto (bloccato) altrimenti potrebbe 
reagire con altre molecole simili invece che con il 
gruppo amminico N-terminale della catena. Una vol 
ta che l’amminoacido è legato covalentemente, il suo 
gruppo N-terminale deve essere deprotetto (sblocca- 
to), in modo che si possa poi formare un altro lega- 
me peptidico. Ogni ciclo di aggiunta di un amminoa- 
cido quindi richiede una tappa di accoppiamento (for- 
mazione del legame covalente) e una tappa di rimo- 
zione del blocco. Anche le catene laterali reattive de- 
vono essere bloccate per impedire la loro partecipa- 
zione alle reazioni di accoppiamento e quindi devo- 
no essere sbloccate nella tappa finale della sintesi. 


i Rimozione del blocco 


n HE 


Sì S, 
Ci io 
Y-M,-e_M-<__M 


t8 Accoppiamento 


al supporto Xx 


dalla catena Y 
principale S, 
My {resina | 
5 . SA 
; Accoppiamento I 
< dell’amminoacido Y_-M, 
:54 (formazione del 
‘legame peptidico) S.S 
3 DI 1 


| Ì 
odi Ad {] 


Scissione 25 +Y 
e rimozione | 
1 del blocco dalla 
:| catena laterale M,_ ***Mo-M, + 


Figura 6.18 Diagramma di flusso per la sintesi di un polipeptide me- 
diante il metodo in fase solida. Il simbolo M rappresenta il residuo 
amminoacidico che deve essere aggiunto al polipeptide (Mi è il pri- 
mo residuo, M, il secondo e così via), S è il gruppo che protegge 
la catena laterale del residuo ed Y è il gruppo che protegge la catena 
principale. Le reazioni specifiche sono discusse nel testo. (Fonte: ErIK- 
son, B.W. e MERRIFIELD, R.B., in NEURATH, H. e Hit, R.L., (curatori), 
The Proteins, 3? ed., Vol. 2, p. 259, Academic Press, 1979.) 
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Le reazioni che sono state utilizzate per la sintesi 
di polipeptidi come l’ossitocina avvenivano comple- 
tamente in soluzione. Le perdite che si avevano du- 
rante l'isolamento e la purificazione del prodotto di 
reazione in ognuna delle tappe portavano ad una re- 
sa molto bassa di polipeptide finale. Questa difficoltà 
è stata superata nel 1962 da Bruce Merrifield mediante 
lo sviluppo della sintesi in fase solida. In questo 
metodo, una catena polipeptidica viene ancorata co- 
valentemente, di solito mediante il suo C-terminale, 
ad un supporto solido insolubile come per esempio 
palline di polistirene (Fig. 5.8a); gli amminoacidi bloc- 
cati in modo appropriato ed i vari reagenti vengono 
poi aggiunti nella giusta sequenza (Fig. 6.18). Questo 
consente il recupero quantitativo e la purificazione 
di prodotti intermedi semplicemente filtrando e la- 
vando le palline. Quando le catene polipeptidiche ven- 
gono sintetizzate mediante addizione di amminoaci- 
di ai loro N-terminali (direzione opposta a quella del- 
la biosintesi delle proteine; paragrafo 30.38), il grup- 
po a-amminico di ogni amminoacido aggiunto in se- 
quenza deve essere chimicamente protetto durante 
la reazione di accoppiamento. Per questo scopo vie- 
ne frequentemente usato il gruppo ter-butilossicar- 
bonile (Boc). 


(9) R lo) 
Il Î 74 
(CHg)3C—O0_C_-C1 + dci, 
Di 


t-butilossicarbonil cloruro o-amminoacido 


H 
(0) R lo) 
Il ll 
(CHg)3C—0—C CET, 
e 


Boc-amminoacido 


La sintesi dei polipeptidi procede quindi a tappe se- 
quenziali. 


Ancoraggio della catena al supporto inerte 


[209]La prima tappa di ‘una sintesi polipeptidica in 
fase solida è l’accoppiamento dell’amminoacido 
C-terminale ad un supporto solido. Il supporto solido 
più comunemente usato è una resina in polistirene 
con gruppi clorometilici ad essa legati e sporgenti. 
L’accoppiamento alla resina avviene mediante la se- 
guente reazione: 
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[213][214] 


de sintetico appena liberato deve essere purificato. 
Questo è in genere abbastanza difficoltoso poiché le 
reazioni incomplete, come le numerose reazioni a bas- 
sa resa ad ogni stadio della sintesi in fase solida, por- 
tano alla formazione di un gran numero di prodotti 
molto simili al polipeptide finale. Il recente sviluppo 
di tecniche di HPLC in fase inversa (paragrafo 5.3E) 
ha comunque facilitato questo processo. 

Usando la tecnica in fase solida automatizzata, Mer- 
rifield e i suoi collaboratori hanno sintetizzato in 27 
ore l’ormone nonapeptide bradichinina con una re- 
sa dell’85%. 


Arg — Pro— Pro Gly — Phe — Ser — Pro— Phe — Arg 
Bradichinina 


Essi hanno anche sintetizzato l'enzima del pancreas 
bovino ribonucleasi A (RNasi A) di 124 residui che 
dopo la purificazione e la rinaturazione (ripresa del- 
la conformazione nativa; paragrafo 8.1A) aveva il 78% 
dell’attività specifica dell’enzima prodotto biologica- 
mente. Questi risultati sono insolitamente buoni. Forse 
più tipica è la sintesi in fase solida dell’enzima lisozi- 
ma di albume di uovo contenente 129 residui che 
ha solo dal 4 al 6% dell’attività specifica dell'enzima 
prodotto biosinteticamente. Anche se non sono stati 
fatti progressi sostanziali nel miglioramento della resa 
e della purezza del prodotto finale, i metodi di sinte- 
si sono oggi utilizzati principalmente per la sintesi 
di polipeptidi con meno di circa 50 residui. Comun- 
que una strategia ibrida messa a punto solo di recen- 
te, in cui alcuni segmenti peptidici sintetizzati in fa- 
se solida vengono uniti direttamente in soluzione, ha 
dato risultati incoraggianti nella sintesi di polipepti- 
di da 50 a 150 residui. 

Recenti miglioramenti apportati alla tecnica della 
sintesi in fase solida hanno reso possibile produrre 
piccole proteine (circa 100 amminoacidi) che, dopo 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


[214 ] La tappa iniziale nella determinazione della se- 
quenza amminoacidica di una proteina è quella di 
stabilire il suo contenuto in catene polipeptidiche chi- 
micamente diverse mediante l’analisi dei gruppi ter- 
minali. Vengono quindi rotti i ponti disolfuro della 
proteina e viene determinata la sua composizione in 
amminoacidi. In seguito, le catene polipeptidiche pu- 
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normali procedure di purificazione, erano apparen- 
temente omogenee e avevano un'attività biologica cor- 
retta. Per esempio, la proteasi HIV-1 di 99 residui 
è stata sintetizzata chimicamente, purificata, ripie- 
gata, cristallizzata ed è stata determinata la sua strut- 
tura ai raggi X ad una risoluzione di 2,8 À. 


Proteine modificate possono essere ottenute 
dalla semisintesi proteica o da tecniche 
di ingegneria genetica 


[213 ] Le difficoltà nel produrre proteine specificamen- 
te modificate sono parzialmente superate mediante 
la semisintesi proteica in cui segmenti di proteine 
che si trovano in natura sono usati per costruire nuo- 
ve proteine. La proteina nativa viene frammentata 
mediante rottura specifica (paragrafo 6.1E) e i poli- 
peptidi prodotti vengono separati e purificati. Ven- 
gono poi modificati residui specifici mediante l’uso 
di reagenti gruppo-specifici oppure un segmento po- 
lipeptidico può essere interamente sintetizzato me- 
diante i metodi descritti prima. La proteina modifi- 
cata viene quindi ricostruita legando insieme i suoi 
componenti polipeptidici. 

A partire dai primi anni ’80, le manipolazioni ge- 
netiche hanno consentito la biosintesi di proteine con 
uno o più residui amminoacidici diversi da quelli pre- 
senti nella proteina nativa. Questi metodi di «inge- 
gneria genetica» sono ormai abituali per la produzio- 
ne di grandi quantità di proteine specificamente al- 
terate per scopi medici, industriali e agricoli. Discu- 
teremo più ampiamente questi metodi nel paragrafo 
28.8. Comunque i polipeptidi che contengono resi- 
dui amminoacidici «non standard», oppure legami non 
amminoacidici, devono essere prodotti sinteticamen- 
te o semisinteticamente poiché i peptidi prodotti bio- 
logicamente sono costituiti solo dai venti amminoaci- 
di «standard». 


rificate vengono rotte specificamente mediante meto- 
di enzimatici o chimici in peptidi più piccoli che sono 
poi separati, purificati e sequenziati mediante la de- 
gradazione di Edman (automatizzata). Ripetendo que- 
sta procedura, avendo l’accortezza di usare un siste- 
ma di rottura diverso, si generano peptidi con sovrap- 
posizioni nelle loro sequenze amminoacidiche rispet- 


Strutture covalenti delle proteine 155 
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to a quelle dei frammenti peptidici ottenuti con la pri- 
ma tecnica. Confrontando le sequenze delle due serie 
di frammenti è possibile ricostruire il loro ordine e 
quindi la sequenza della proteina originale. La deter- 
minazione della struttura primaria viene completata 
stabilendo la posizione dei ponti disolfuro. A questo 
scopo è necessario degradare la proteina con i ponti 
disolfuro intatti. Sequenziando quindi le coppie di pep- 
tidi legati da ponti disolfuro è possibile dedurre la 
loro posizione nella proteina nativa. Una volta deter- 
minata la struttura primaria di una proteina, diven- 
ta facile individuare piccole variazioni che possono 
essere originate da mutazioni o modificazioni chimi- 
che mediante le analisi delle mappe peptidiche. 

L’inattivazione di una proteina per trattamento con 
reagenti gruppo-specifici può servire ad identificare 
i suoi residui essenziali. I residui presenti nel sito at- 
tivo di un enzima possono essere insolitamente reat- 
tivi. 

L’anemia a cellule falciformi è una malattia mole- 
colare che colpisce individui omozigoti per un gene 
che codifica una catena 8 dell’emoglobina alterata. 
L’analisi con il fingerprint, prima, e della sequenza, 
poi, hanno identificato l’alterazione esistente in que- 
sta catena polipeptidica che dipende da una mutazio- 
ne puntiforme che porta alla sostituzione del residuo 
GluB6 con un residuo di Val. Nello stato eterozigote, 
il tratto dell’anemia a cellule falciformi conferisce re- 
sistenza alla malaria senza causare effetti deleteri. 
Ciò spiega l’elevata incidenza di questo gene nelle po- 
polazioni che vivono in regioni infestate dalla malaria. 

Il citocromo c isolato da molte specie eucariotiche 
contiene nella sua sequenza amminoacidica molti re- 
sidui invarianti o sostituiti in modo conservativo. Que- 
sta proteina è quindi ben adattata alle sue funzioni. 
Le differenze amminoacidiche presenti nella sequen- 
za dei vari citocromi c hanno permesso di costruire 
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un albero filogenetico che ricorda molto da vicino quel- 
lo determinato dalla tassonometria classica. Il nume- 
ro di differenze nella sequenza di proteine omologhe 
ottenute da specie correlate poste in un grafico in fun- 
zione del tempo in cui, sulla base dei reperti fossili, 
queste specie si sono separate da un comune progeni- 
tore rivela che le mutazioni puntiformi accettabili in 
una proteina avvengono ad una velocità costante. Le 
proteine le cui funzioni sono relativamente intolleranti 


. a modificazioni nella loro sequenza si sono evolute 


molto più lentamente di quelle più tolleranti a queste 
modificazioni. L’analisi filogenetica della famiglia delle 
globine, la mioglobina e le catene a e B dell’emoglobi- 
na, ha rivelato che queste proteine sono il risultato 
di una duplicazione genica. In questo processo viene 
mantenuta la funzione della proteina originale, men- 
tre le copie duplicate possono evolvere verso nuove fun- 
zioni. Molte proteine, se non praticamente tutte, si 
‘sono evolute mediante una duplicazione genica. 
La strategia per la sintesi chimica di un polipeptide 
comprende l’accoppiamento degli amminoacidi, uno 
alla volta, all’estremità N-terminale di una catena po- 
lipeptidica in fase di crescita. Il gruppo a-amminico 
di ogni amminoacido deve essere chimicamente pro- 
tetto durante la reazione di accoppiamento e quindi 
sbloccato prima della tappa di accoppiamento suc- 
cessiva. 
Anche le catene laterali reattive devono essere protet- 
te, ma vengono sbloccate solo alla fine della sintesi, 
come tappa conclusiva. I problemi generati dalle dif- 
ficoltà di recuperare i prodotti intermedi di ciascuna 
delle molte tappe di queste sintesi sono stati elimina- 
ti dallo sviluppo di tecniche di sintesi in fase solida. 
Questi metodi hanno permesso la sintesi di numerosi 
polipeptidi biologicamente attivi. Le tecniche semisin- 
tetiche sono pure utili nella produzione di proteine 
con sequenze diverse da quelle originali. 


Determinazione della struttura primaria 
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[216][217] 
158. Capitolo 6 [246] 159 
© 88-08-10538-5 dia 
(5) (Cys, Gly, Lys) (4) (Val) St ru tt 
(6) (Cys2, Leu, Trpz, Val) II. Trattamento con dansil cloruro seguito da idrolisi U r e 
(7) (le, Phe, Val) acida: » ; 
Stabilite la posizione dei ponti disolfuro nel polipep- (2) (Dansil-Pro) {rl d | m e n e | Ù 
tide originale. III. Tripsina seguita da degradazione di Edman dei S | O n a | 
. ; i ti: 
*8. I seguenti trattamenti operati su un polipeptide pro- Aratumenti Beperal LI 
ducono gli effetti riportati sotto. Qual è la struttura A de e © rote ] Nn e 
imaria del polipeptide? (OE va 
iena i rc n (5) Pro-Gly-Ala-Arg 
I. Idrolisi acida: (6) Ser-Arg 
a) cars Crie-/G e Lab:Lya Megan (a) Cercate di ottenere il maggior numero di infor- 
; ta 7 ia ; 
II. Degradazione di Edman (un ciclo): SIE i Snalapacialea Si poHpep: 
(2) Leu tide. (b) Tenendo presente le condizioni di scarsa ope- 
(3) Ser ratività del vostro sequenziatore, quale altra tecnica 
III. Carbossipeptidasi A (per il tempo sufficiente a cassa P i Peretiersì da SPS de- [216 ] Le proprietà di una proteina dipendono in gran 
rimuovere un residuo per catena) erminazione della sequenza del polipeptide: tana parte dalla sua struttura tridimensionale. Si può su- 
(4) (Asp) 11. I resti disidratati di un uccello preistorico «dodo» in A. Il gruppo peptidico perficialmente supporre che, essendo le proteine com- 
IV. Ditioeritritolo + acido iodoacetico seguito da idro- uno stato di conservazione relativamente buono so- emi slicoicai poste dagli stessi venti amminoacidi, le loro proprie- 
lisi con tripsina: no stati ritrovati in una cava delle Isole Mauritius. cia tà siano più o meno simili. Le proteine denaturate 
(5) (Arg, Ser) Avete ricevuto una delle sue zampe per studi bio- 3 a cal (non ripiegate) hanno invece caratteristiche simili, una 
(6) (Asp, 2; RAI chimici e avete ottenuto la sequenza del suo citocro- FRENO On IOZUINE specie di media omogenea delle proprietà delle cate- 
i Ss n ; SE Ra 6 cd c. Le =. VADA per sca uc- 2. Proteine fibrose ne laterali presenti. La struttura tridimensionale di 
, celli, compreso odo, sono riportate sotto. ; : No . . ; 
V. Ditioeritritolo + 2-bromoetilammina seguito da : "ao: ao 0 p A. a-cheratina, un'elica nelle eliche Nani P ci (ripiegata si modo fisiologico) 
idrolisi con tripsina: Pinguino 20 B. Fibroina della seta, una struttura 8 i ; 2, ; ua cina Regi ed ha quin- 
(9) (Arg, Ser) Piccione 440 C. Collageno, una fune a tripla elica PIOP LL ga 6 
(10) (Asp, Met) Anit hi 3330 ; % vare In questo capitolo vedremo le caratteristiche strut- 
3 pitra pecninese D. Elastina, un ripiegamento non ripetitivo turali delle proteine. le fi bel E msi 
(11) (Cys) Dodo 44230 pro eine, e forze c e le tengono insieme 
(12) (Cys, Gly, Leu) (a) A quali altri uccelli appare correlato il dodo? (b) 3. Proteine globulari € la loro organizzazione BELSR chica nella formazione 
(13) (Ile, Phe, Pro) Disegnate un albero filogenetico per gli uccelli basa- A. Interpretazione della struttura delle proteine ai raggi X di strutture complesse. Ciò formerà la base per la 
(14) io to sul citocromo c (Fig. 6.14) che comprenda anche FR CORTRNAA comprensione delle relazioni tra struttura e funzio- 
VI. Chimotripsina il dodo. ì ni, necessarie per definire il ruolo biochimico delle 
(15) Nessun frammento. 4. Stabilità delle protei proteine dizioni dettagliate sul 
VII. Pepsina: 12. Usando la Tabella 6.5, confrontate la correlazione esi- O Ca Pe LEE ui 5 4 BIS COAT 
(e) (Are. Agp; Cjig, Gly, Leu; Lya, Met s49 stente tra i funghi e le piante superiori oppure gli A. Forze elettrostatiche tamento dinamico delle proteine e su come esse arri- 
7 (le, Phe, Pro) animali. I funghi vengono chiamati in alcuni casi B. Legami idrogeno vano ad avere il loro avvolgimento nativo sono ri- 
«piante non verdi». Alla luce della vostra analisi, que- C. Forze idrofobi mandate al Capitolo 8. 
U li de tni tt ia ti tratt orze idrofobiche 
9. Un polipeptide è stato sottoposto ai seguenti tratta- sta classificazione è ragionevole? D. Ponti disolfi 
menti con i risultati riportati sotto. Qual è la sua strut- “ cOntisQiSoItUrO. 
tura primaria? 13. La malattia ereditaria B8-talassemia è frequente nelle E. Denaturazione delle proteine 
I. Idrolisi acida: popolazioni che vivono sulle coste del Mediterraneo 
(1) (Ala, Arg, Cys, Glx, Gly, Lys, Leu, Met, Phe, Thr) e in quelle regioni dell’Asia in cui è prevalente la mala- 5. Struttura quaternaria 1. STRUTTURA SECONDARIA 
II. Amminopeptidasi M: ria (Fig. 6.13). La malattia è caratterizzata da una di- A. interazioni tra subunità : 
(2) Nessun frammento. minuzione della velocità di sintesi della catena 8 del- B. Simmetria nelle proteine [217 ]La struttura secondaria (struttura Il) di un 
III. Carbossipeptidasi A+ carbossipeptidasi B: l’emoglobina. Gli eterozigoti per il gene della B-talas- C. Determinazione della composizione in subunità polimero viene definita come la conformazione loca- 
(3) Nessun frammento. semia, forma detta anche talassemia minor, presen- Lo le del suo scheletro polipeptidico. Per una proteina, 
IV. Tripsina seguita dalla degradazione di Edman dei tano sintomi relativamente blandi. Gli omozigoti per 1 EPR SSCnL Pennello ciò dipende dall’aspetto assunto dal ripiegamento re- 
prodotti separati: QUESto Bene, HIVECE, soffrono della Sosedata E Appendice: Immagini stereoscopiche golare dello scheletro polipeptidico: le eliche, i fo- 
(4) Cys-Gly-Leu-Phe-Arg di Cooley oppure enna major; Di i. to glietti ripiegati ed i cambiamenti di direzione (ripie- 
(5) Thr-Ala-Met-Gln-Lys DIOR: SORIA VV vano o De PUOea (CIC lo dal Sani gamenti inversi). Prima di iniziare la nostra discus- 
; SR . bini nati in regioni malariche presenti sulle coste del p . ne ser . 

*10. Mentre partecipate ad una spedizione nella giungla Mediterranedi sono cilpifi dell'anemia di Goaley. Per- sione sui motivi strutturali di base delle proteine, ve- 
amazzonica, isolate un polipeptide che sospettate es- ché è possibile sugporte dhe questo sone da preve: diamo quali sono le proprietà geometriche del grup- 
seno lin: demone della cresta per nia nuova: specie lente in queste regioni? Illustrate la vostra risposta. pe, peptidico, in quanto questo rappresenta un pre- 
di ragno gigante. Sfortunatamente il vostro sequen- i i nea requisito essenziale per la definizione di qualsiasi 
ziatore portatile è guasto e si rifiuta di eseguire se- 14. Le piante leguminose sintetizzano una globina mo- 


quenze più lunghe di quattro residui amminoacidici 
consecutivi. Con la vostra perseveranza, riuscite 
ugualmente ad ottenere i seguenti dati: 

I. Idrazinolisi: 


nomerica capace di legare l’ossigeno nota come le- 
ghemoglobina. Costruite un albero filogenetico (Fig. 
6.17) delle globine ed inserite nella posizione corret- 
ta la leghemoglobina. 


* struttura che lo contenga. 
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Le conformazioni permesse dei polipeptidi 
sono indicate dal diagramma di Ramachandran 


[az1]I valori di $ e di y stericamente permessi pos- 
sono essere determinati calcolando le distanze tra gli 
atomi di un tripeptide a tutti i valori di $ e di y 
dell’unità peptidica centrale. Le conformazioni steri- 
camente impossibili, come quella mostrata nella Fig. 
7.6, sono quelle in cui le distanze interatomiche tra 
atomi non direttamente impegnati in legami tra loro 
sono inferiori a quelle delle corrispondenti distanze 
di van der Waals. Queste informazioni sono raccolte 
in una cosiddetta mappa conformazionale oppure 
diagramma di Ramachandran (Fig. 7.7). 

La Figura 7.7 ci dice che la maggior parte delle 
zone del diagramma di Ramachandran (la maggior 
parte delle combinazioni di angoli $ e y) non sono 
consentite ad una catena polipeptidica. La regione del 
diagramma di Ramachandran, che contiene le con- 
formazioni permesse, dipende dal valore del raggio 
di van der Waals scelto per determinarla. Ma, con 
qualsiasi gruppo di valori realistici, come quelli ri- 
portati nella Tabella 7.1, solo tre piccole regioni della 
mappa conformazionale diventano «permesse» ad una 
catena polipeptidica. Come vedremo in seguito, tutti 
i tipi comuni di strutture secondarie regolari riscon- 
trati nelle proteine cadono nelle zone permesse del 
diagramma di Ramachandran. Inoltre, gli angoli con- 
formazionali della maggior parte dei residui nelle pro- 
teine, esclusa la Gly, calcolati da analisi ai raggi X 
giacciono in queste regioni permesse (Fig. 7.8). 
[222 ] Molti punti che cadono in zone proibite nella 
Fig. 7.8 si trovano tra due aree completamente per- 


Figura 7.6 L'interferenza sterica tra l'ossigeno carbonilico e l’idroge- 
no amidico del residuo adiacente impedisce la conformazione con 
$=—- 60°, y=30°. (Copyright © Irving Geis.) 
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messe. Queste conformazioni «proibite» possono di- 
ventare permesse se soltanto è possibile ruotare di 
alcuni gradi intorno al legame peptidico. Ciò non è 
così strano se si pensa che il legame peptidico offre 
solo una piccola resistenza a deformazioni che lo al- 
lontanino di poco dalla planarità. 

La Gly è il solo residuo che non ha un atomo Cg 
e quindi presenta minori impedimenti sterici degli 
altri amminoacidi. Ciò è facilmente visibile se con- 
frontiamo il diagramma di Ramachandran per la Gly 
in una catena polipeptidica (Fig. 7.9) con quello degli 
altri amminoacidi (Fig. 7.7). La Gly infatti occupa spes- 
so posizioni in cui una catena polipeptidica ha bru- 
schi cambi di direzione ed ogni altro amminoacido 
genererebbe interferenze steriche negative. 

La Fig. 7.7 è stata calcolata per tre residui di Ala 
consecutivi. Analisi simili con residui più grossi, senza 
però ramificazioni a livello del Cg, come la Phe, han- 
no prodotto diagrammi analoghi. Nei diagrammi di 
Ramachandran per residui con ramificazioni sull’a- 
tomo Cg, come la Thr, le regioni permesse sono me- 
no ampie di quelle osservate con l’Ala. La catena la- 
terale ciclica della Pro limita i valori di $ ad un cam- 
po che può variare intorno a — 60° +25°, rendendo- 
lo il residuo amminoacidico con le maggiori restri- 
zioni steriche. Le conformazioni dei residui in pepti- 
di più lunghi di tre amminoacidi sono anche più li- 
mitate di quanto non appaia nel diagramma di Ra- 
machandran, poiché, per esempio, una catena poli- 
peptidica può incrociare se stessa. Vedremo però che, 
pur essendovi queste restrizioni imposte dalla plana- 
rità del legame peptidico e dalle grosse catene latera- 
li degli amminoacidi sulla conformazione di un poli- 


‘contatti: interatomicî.-.= 


Tipo di Permesso Fuori limite 

contatto (A) (A) 
H---H 2,0 1,9 
H.--0 2,4 2,2 
H---N 2,4 2,2 
H---C 2,4 2,2 
(CLEZZO, 2,7 2,6 
O---N 2,7 2,6 
O. C 2,8 2,7 
N---N 2,7 2,6 
NELLI® 2,9 2,8 
Cose 3,0 2,9 
C---CHa 3,2 3,0 
CH... CH; 3,2 3,0 


Fonte: RaMacHaNDRAN, G.N. e SasisekHaran, V., Adv. Protein Chem., 23, p. 326, 
1968. 
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Figura 7.7 Diagramma di Ramachandran (chiamato così in onore del 
suo inventore, G.N. Ramachandran) mostra gli angoli $ e y permessi 
per la poli-i-alanina. Il diagramma è stato calcolato usando le distan- 
ze di van der Waals riportate nella Tabella 7.1. Le regioni con gli 
angoli $ e y «normalmente» permessi sono in blu, mentre le regioni 
in verde corrispondono a conformazioni con distanze di van der Waals 
al limite estremo. Sono indicati gli angoli di conformazione di alcune 
strutture secondarie: a-eliche destrorse e sinistrorse, a e a,, +57°, 
+47°; elica 310 destrorsa, (3), — 49°, — 29°; m-elica destrorsa, (7), 
—57°, —70°; nastro 2,27, (2), — 78°, +59°; eliche sinistrorse della 
poliglicina Il e della poli-i-prolina Il, (1), - 799, + 150°; collageno, 
(O), -51°, +153°; foglietto ripiegato f parallelo (17), - 119°, +113°; 
foglietto ripiegato 8 antiparallelo (11), — 139°, +135°. (Fonte: Fro- 
RY, P.J., Statistical mechanics of chain molecules, p. 253, Interscien- 
ce, 1969 e IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature, 

Biochemistry, 9, p. 3475, 1970.) ° 


peptide, ad ogni struttura primaria corrisponde una 
struttura tridimensionale anch'essa unica nel suo ge- 
nere. 


B. Strutture elicoidali 


[223 ] Le eliche sono gli elementi più straordinari della 
struttura secondaria delle proteine. Se una catena po- 
lipeptidica forma sempre lo stesso angolo tra i suoi 
atomi di carbonio a, essa assume una conformazione 
ad elica. In alternativa alle indicazioni sui valori de- 
gli angoli $ e Y, un’elica può essere caratterizzata 
dal numero di unità peptidiche n per giro dell’elica 
e dal passo p, la distanza che percorre un giro com- 
pleto dell’elica lungo il suo asse. La Fig. 7.10 racco- 
glie alcuni esempi di strutture elicoidali. Notate che 
l’elica possiede una chiralità , cioè può essere destrorsa 


% (gradi) 


-180 -90 (o) 90 180 
$ (gradi) 

Figura 7.8 Distribuzione degli angoli di conformazione di circa 1 000 

residui diversi dalla Gly in otto proteine, derivata dall'analisi dei cri- 


stalli ai raggi X, con sovrapposto il diagramma di Ramachandran. (Fonte: 
RICHARDSON, }.S., Adv. Protein Chem., 34, p. 174, 1981.) 


180 


Y (gradi) 
le) 


-—180 o 
-180 -90 (o) 90 180 


$ (gradi) 


Figura 7.9 Diagramma di Ramachandran per residui di Gly in una 
catena polipeptidica. Le regioni «normalmente permesse» sono in blu, 
mentre in verde sono le conformazioni ai limiti delle distanze atomi- 
che. 1 residui di Gly hanno una elevata libertà conformazionale ri- 
spetto agli altri amminoacidi, come mostra il confronto tra questa 
figura e la Fig. 7.7. (Fonte: RAMACHANDRAN, G.D. e SASISEKHARAN, V., 
Adv. Protein Chem., 23, p. 332, 1968.) 
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Figura 7.13 Disposizione dei legami idrogeno in alcune eliche poli- 
peptidiche. Nei casi mostrati, la catena polipeptidica si attorciglia in 
modo che il gruppo C=O del residuo n formi un legame idrogeno 
con il gruppo N—H del residuo (n+2), (n+3), (n+4) e (n+5). 
{Copyright © Irving Geis.) 


Elica 310 o-elica 


Figura 7.14 Due eliche polipeptidiche che sono occasionalmente pre- 
senti nelle proteine, confrontate con la normale a-elica. (a) L'elica 
310 è caratterizzata da tre unità peptidiche per giro e da un passo 
di 6,0 À, che la rende più sottile e più lunga dell’o-elica. (b) L'a-elica 
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ha 3,6 unità peptidiche per giro ed un passo di 5,4 À (vedi anche 
Fig. 7.11). (0) La r-elica, che ha 4,4 unità peptidiche per giro ed 
un passo di 5,2 À, è più grossa e più corta dell’a-elica. Sono indicati 
i piani peptidici. (Copyright © Irving Geis.) 
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Figura 7.15 L’elica della poliprolina Il. La poliglicina forma un'elica 
(poliglicina I) pressoché identica. (Copyright © Irving Geis.) 


dell’a-elica (Fig. 7.7); i suoi gruppi R presentano alcu- 
ne interferenze steriche. Ciò spiega perché l'elica 310 
è presente solo occasionalmente nelle proteine e do- 
po piccoli segmenti essa viene frequentemente distor- 
ta dalla conformazione 30 ideale. L’elica 310 è spes- 
so presente sotto forma di giro singolo come una 
struttura di transizione alla fine di una a-elica e la 
porzione successiva della catena polipeptidica. L’uni- 
ca struttura conosciuta con un’elica 3,9 regolare è 
quella identificata nel polipeptide formato da 10 re- 
sidui consecutivi dell’amminoacido non standard a- 
amminoisobutirrico (Aib). 

[226]Le x-eliche (elica 4,4), che hanno una con- 
formazione moderatamente proibita (Fig. 7.7), sono 
state osservate anch’esse soltanto alla fine di alcune 


a-eliche. La loro conformazione larga e piatta genera 
un foro assiale che è troppo piccolo per consentire 
l'ingresso di molecole di acqua ma, allo stesso tem- 
po, è troppo largo per permettere associazioni di van 
der Waals attraverso l’asse dell’elica. Questa caratte- 
ristica riduce fortemente la loro stabilità rispetto alle 
conformazioni più chiuse. L’elica 2,27 nastro, come 
ci dice la Fig. 7.7, ha angoli di torsione che cadono 
nelle regioni proibite del diagramma di Ramachan- 
dran e non è mai stata osservata nella struttura delle 
proteine. 


[227 ] Alcuni omopolipeptidi sintetici assumono con- 


formazioni che possono essere utilizzate come mo- 
delli per lo studio delle eliche in particolari proteine. 
La poliprolina non è in grado di assumere nessuna 
delle comuni strutture secondarie per le restrizioni 
steriche imposte dalle sue catene laterali pirrolidini- 
che cicliche. Inoltre la mancanza di un idrogeno sul 
suo atomo di azoto imminico preclude ogni possibili- 
tà alla poliprolina di essere stabilizzata dalla forma- 
zione di un legame idrogeno. In alcune condizioni 
specifiche, la poliprolina precipita dalla soluzione sotto 
forma di una elica sinistrorsa con legami peptidici 
nella configurazione tutto trans, che ha tre residui 
per giro dell’elica ed un passo di 9,4 À (Fig. 7.15). 
Questa conformazione molto estesa consente alle ca- 
tene laterali della Pro di evitare contatti tra di loro. 
Per curiosità, la poliglicina, il polipeptide che ha 
meno costrizioni conformazionali, precipita dalla so- 
luzione sotto forma di elica i cui parametri sono es- 
senzialmente gli stessi dell’elica della poliprolina, il 
polipeptide con le restrizioni conformazionali più ele- 
vate (l’elica della poliglicina può essere sia destrorsa 
che sinistrorsa in quanto la Gly non è un composto 
chiralico). Le strutture delle eliche della poliglicina 
e della poliprolina hanno un significato biologico mol- 
to importante e formano il motivo strutturale di ba- 
se del collageno, una proteina che contiene grandi 
proporzioni sia di Gly che di Pro (paragrafo 7.20). 


C. Le strutture LB 


[228 ] Nel 1951, l’anno in cui proposero l’a-elica, Pau- 
ling e Corey ipotizzarono pure l’esistenza di uria strut- 
tura secondaria diversa, il foglietto ripiegato o 
struttura 8. Come abbiamo visto per l’a-elica, la con- 
formazione del foglietto ripiegato 8 cade nelle regio- 
ni permesse del diagramma di Ramachandran (Fig. 
7.7) ed utilizza completamente la capacità dello sche- 
letro del polipeptide di formare legami idrogeno. Nel- 
la struttura 6 i legami idrogeno si generano tra cate- 
ne polipeptidiche vicine e non tra residui della stessa 
catena come nell’a-elica. 
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Figura 7.19 Ripiegamenti della catena polipeptidica nelle proteine 
che illustrano le curvature destrorse delle strutture 8. Lo scheletro 
polipeptidico è rappresentato da un nastro con le a-eliche che forma- 
no spirali e le catene dei foglietti 8 sono indicate con‘frecce che 
puntano verso il C-terminale. Le catene laterali non sono mostrate. 
(a) Carbossipeptidasi A bovina, una proteina con 307 residui, contie- 
ne un foglietto B misto a otto catene che forma una superficie con 
una curvatura destrorsa a forma di sella. (b) Trioso fosfato isomerasi, 
un enzima del muscolo di pollo con 247 residui, contiene un fogliet- 
to 8 parallelo a otto catene che forma una struttura cilindrica nota 
come 8-barile (vista dall'alto a sinistra e di lato a destra). Notate che 
le connessioni trasversali tra le catene successive del 8-barile sono 
quasi esclusivamente a-eliche, localizzate all’esterno della struttura, 
ed hanno un senso elicoidale destrorso. (Tratte da disegni di Jane 
Richards, Duke University.) 


(a). (b) 


Figura 7.20 Le connessioni tra catene polipeptidiche adiacenti nei 
foglietti ripiegati B: (a) La connessione a forcina per capelli tra catene 
antiparallele è topologicamente sullo stesso piano del foglietto. (b) 
Una connessione trasversale destrorsa tra catene successive di un fo- 
glietto 8 parallelo. Praticamente tutte le connessioni trasversali di questo 
tipo nelle proteine hanno questa chiralità (vedi anche Fig. 7.196). 
(c) Una connessione trasversale sinistrorsa tra catene parallele di un 
foglietto 8. Connessioni con questa chiralità sono rare. (Fonte: Ri- 
CHARDSON, }.S., Adv. Protein Chem., 34, pp. 290, 295, 1981.) 
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glietto ripiegato è una conseguenza delle interazio- 
ni, non generate da legami, tra i residui chiralici 
L-amminoacidici nelle catene polipeptidiche estese del 
foglietto. Queste interazioni tendono a creare sulla 
catena polipeptidica un ripiegamento destrorso eli- 
coidale (Fig. 7.19), che distorce e quindi rende più 
deboli i legami idrogeno intercatena della struttura 
f. La geometria particolare che si origina nella strut- 
tura 8 è quindi il risultato di un compromesso tra 
le energie conformazionali ottimali e la preservazio- 
ne dei suoi legami idrogeno. 

La topologia (sistemi di connessione) delle catene 
polipeptidiche in una struttura 8 può essere molto 
complessa. I legami di connessione di queste orga- 
nizzazioni strutturali sono spesso costituiti da lun- 
ghe catene polipeptidiche, che di frequente conten- 
gono anche strutture elicoidali (Fig. 7.19). Il sistema 
di connessione di catene consecutive antiparallele è 
topologicamente equivalente ad un semplice ripiega- 
mento a forma di forcina per capelli (Fig. 7.20). Cop- 
pie di catene in struttura 8 parallela sono legati da 
connessioni crociate che stanno al di fuori del piano 
del foglietto 8. Queste connessioni crociate presenta- 
no quasi sempre una rotazione elicoidale destrorsa 
Fig. 7.20b), che si pensa si adatti meglio al ripiega- 
mento destrorso della struttura 8 (Fig. 7.21). 


D. Strutture non ripetitive 


[ 230 ] Le strutture secondarie regolari — le eliche e i 
foglietti ripiegati B — rappresentano soltanto la metà 
della struttura di una proteina media. La rimanente 
parte dei segmenti della catena polipeptidica ha con- 
formazioni a forma di spirale (coil) o di cappio (loop). 
Ciò non vuol dire che queste strutture secondarie non 


ripetitive sono meno ordinate delle eliche o delle strut- - 


ture 8, ma che sono soltanto più difficili da descrive- 


Rae 


LI 
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Figura 7.21 Un possibile schema di ripiegamento che mostra come 
le curvature destrorse della catena polipeptidica favoriscano la forma- 
zione di connessioni trasversali destrorse tra catene successive di un 
foglietto 8 parallelo. 


re. Non bisogna confondere il termine conformazio- 
ne a forma di spirale con il gomitolo (o spirale) ca- 
suale (random coil), che si riferisce invece ad un 
gruppo di conformazioni fluttuanti e completamen- 
te disordinate assunte dalle proteine denaturate e da 
altri polimeri in soluzione. 

Le proteine globulari sono costituite in gran parte 
da tratti diritti di strutture secondarie congiunti da 
segmenti polipeptidici che cambiano bruscamente di 
direzione. Questi ripiegamenti inversi o gomiti 8 
(che spesso mettono in connessione due catene anti- 
parallele 8 successive) sono quasi sempre localizzati 
sulla superficie della proteina e quindi sono respon- 
sabili almeno in parte delle caratteristiche della fac- 
cia esterna della proteina. La maggior parte dei ri- 


Ripiegamento (gomito) 8 Tipo | 


Figura 7.22 Ripiegamenti inversi nelle cate- 
ne polipeptidiche: (a) Un gomito 8 Tipo I, 
che ha gli angoli di torsione $7= —60°, 
d,=—30°, g3= —90°, w3=0°. (b) Un go- 
mito 8 Tipo Il che ha angoli di torsione di 
circa $,= —-60°, y,=120°, $3=90°, 
Y3=0°. Sono comuni, però, variazioni an- 
che di 30° da questi valori ideali degli angoli 
di conformazione. | legami idrogeno sono rap- 
presentati da linee tratteggiate. (Copyright © 
Irving Geis.) 


piegamenti inversi coinvolge una successione di quat- 
tro residui amminoacidici organizzati approssimati- 
vamente in uno o due modi, detti Tipo I e Tipo II, 
che differiscono per una rotazione di 180° dell’unità 
peptidica che collega i residui 2 e 3 (Fig. 7.22). En- 
trambi i tipi di gomiti 8 sono stabilizzati da un lega- 
me idrogeno, anche se sono possibili deviazioni dalle 
conformazioni ideali che impediscono la formazione 
di questo legame idrogeno. I gomiti 8 del Tipo I pos- 
sono essere considerati sezioni distorte dell’elica 3,0. 
Nei gomiti 8 del Tipo Il l'atomo di ossigeno del resi- 
duo 2 si ammassa all’atomo Cg, del residuo 3,, che 
di solito è la Gly. Il residuo 2 di entrambi i tipi di 
gomito £ è spesso la Pro, in quanto questo amminoa- 
cido assume facilmente la conformazione richiesta. 


Ripiegamento (gomito) 8 Tipo Il 
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[233][234] 


sente anche nelle cilia, organelli simili a fruste che 
le cellule eucariotiche utilizzano per muoversi o agi- 
tare il mezzo circostante (paragrafo 34.3F). 

Le fotografie della diffrazione ai raggi X dell’a- 
cheratina ha mostrato un quadro simile a quello che 
potrebbe generare una struttura ad a-elica. Ma l’a- 
cheratina ha una spaziatura di 5,1 À, invece dei 5,4 À 
che corrispondono al passo dell’a-elica classica. Que- 
sta osservazione, insieme ad altri dati chimici e fisi- 
ci, ha suggerito che ogni protofibrilla di a-cheratina 
è costituita da coppie di a-eliche strettamente asso- 
ciate ed arrotolate in senso sinistrorso l’una sull’al- 
tra (Fig. 7.25b). La normale distanza ripetitiva di 5,4 À 
di ciascuna a-elica risulta piegata rispetto all’asse della 
protofibrilla, generando la spaziatura di 5,1 À delle 
fotografie. Questa organizzazione viene detta strut- 
tura a spirale superavvolta (coiled coil) in quanto 
l’asse della stessa a-elica ha un andamento elicoidale. 
[233 ] La conformazione a spirale superavvolta dell’a- 
cheratina è una conseguenza della sua struttura pri- 
maria: essa contiene una zona pseudo-ripetitiva di 
sette residui, a, b, c, d, e, f, g, in cui i residui nelle 
posizioni a e d sono in genere non polari. Poiché un’a- 
elica ha 3,6 residui per giro, i residui a e d dell’a- 
cheratina vengono a trovarsi allineati sullo stesso la- 
to dell’a-elica, formando una striscia idrofobica che 
può per tutta la sua lunghezza associarsi ad una stri- 
scia analoga di un’altra a-elica (Fig. 7.27, i residui 
idrofobici, come vedremo nel paragrafo 7.4C, hanno 
una grande tendenza ad associarsi). La piccola discre- 
panza tra i 3,6 residui per giro dell’a-elica normale 
e i circa 3,5 residui presenti in un giro dell’unità ri- 
petitiva della striscia idrofobica dell’a-cheratina è re- 
sponsabile della sua struttura a spirale superavvolta. 
L’inclinazione di 18° di una a-elica verso l’altra per- 
mette alle loro catene laterali di integrarsi meglio, 
aumentando le condizioni di interazione. Il modo con 


Figura 7.27 Interazioni tra i bordi non polari di a-eliche in una spirale 
ripiegata vista lungo l’asse della spirale. Le a-eliche hanno una se- 
quenza pseudoripetitiva eptamerica a-b-c-d-e-f-g in cui i residui a e 
d sono di solito non polari. (Fonte: MCLACHLAN, A.D. e STEWART, M., 
l. Mol. Biol., 98, p. 295, 1975.) 
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cui le due spirali superavvolte si associano per for- 
mare una protofibrilla non è ancora noto. 
[234] L’a-cheratina è ricca di residui di Cys, che for- 
mano legami trasversali con le catene polipeptidiche 
adiacenti. Questo fatto può spiegare l’insolita resisten- 
za allo stiramento e l’insolubilità di queste molecole, 
due delle proprietà fondamentali delle a-cheratine. 
Queste proteine vengono classificate come «dure» op- 
pure «soffici» in base al loro contenuto in zolfo. Le 
cheratine dure, come quelle dei capelli, delle corna 
e delle unghie, sono meno flessibili delle cheratine 
soffici presenti nella pelle e nelle callosità, in quanto 
il loro elevato numero di ponti disolfuro resiste alle 
forze che tendono a deformarle. I ponti disolfuro pos- 
sono essere rotti con mercaptani (paragrafo 6.1B). Un 
capello trattato in questo modo può essere ripiegato 
in una forma di «onda permanente» applicando un 
agente ossidante che ripristini i ponti disolfuro nella 
nuova conformazione curvata. L’elevata insolubilità 
delle cheratine le rende praticamente indigeribili da 
parte degli animali. Le larve delle tarme, che hanno 
alte concentrazioni di mercaptani nel loro tratto di- 
gestivo, possono degradare questa proteina, con molto 
dispiacere dei possessori di vestiti di lana. 
L’elasticità dei capelli e delle fibre della lana è una 
conseguenza della tendenza delle spirali superavvol- 
te di resistere agli stiramenti e di ritornare alla con- 
formazione originale quando la forza esterna viene 
tolta. Dopo aver rotto alcuni dei ponti disolfuro, la 
fibra di a-cheratina può essere stirata fino a raggiun- 
gere una lunghezza quasi doppia di quella originale, 
esponendola a vapore umido. In questo processo, chia- 
rito da analisi ai raggi X, le strutture ad a-elica si 
estendono con il concomitante riarrangiamento dei 
loro legami idrogeno formando una struttura a fo- 
glietto ripiegato 8. Le B-cheratine come quelle delle 


* piume presentano ai raggi X un quadro simile. 


Figura 7.28 Il baco da seta Bombyx mori durante la costruzione del 
bozzolo. (Hans Pfletsschinger/Peter Arnold, Inc.) 
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Figura 7.29 Architettura tridimensionale della fibroina della seta. (a) 
Le catene laterali di residui di Gly e di Ala (o Ser) si estendono alter- 
nativamente ai lati opposti della catena di un dato foglietto 8, così 
che le catene laterali di Ala si vanno a porre tra quelle della catena 
vicina; le catene laterali di Gly si dispongono ovviamente nello stesso 
modo. (b) Le catene laterali dei residui di Gly sono in contatto con 
altri residui di Gly di una catena vicina. Gli spazi tra le varie catene 
sono di 3,5°À in un caso e di 5,7 A nell’altro. (Copyright © Irving Geis.) 


B. Fibroina della seta, una struttura 8 


[235 ] Insetti ed aracnidi (ragni) producono la seta per 
fabbricare strutture come bozzoli, ragnatele, nidi e 
peduncoli delle uova. La seta viene conservata come 
un fluido nelle ghiandole che la producono e duran- 
te la filatura viene convertita in una forma insolubi- 
le in acqua. La maggior parte delle sete è costituita 
dalla proteina fibrosa fibroina e da una proteina 
gommosa amorfa chiamata sericina, che cementa e 
tiene unite le fibre di fibroina. Una falena adulta men- 
tre emerge dal suo bozzolo secerne una proteasi (la 
cocoonasi) che digerisce la sericina, liberando i fila- 
menti di fibroina e consentendo alla falena di uscire 
dal bozzolo. Nella preparazione dei tessuti di seta, 
che sono costituiti soltanto da fibroina, la sericina vie- 
ne allontanata mediante bollitura in una soluzione 
con saponi. 

La fibroina della seta ottenuta da larve coltivate (ba- 
chi da seta) della falena Bombyx mori (Fig. 7.28) pre- 
senta all’analisi della diffrazione dei raggi X un qua- 


dro che suggerisce che le sue catene polipeptidiche 
formino foglietti ripiegati B antiparalleli in cui le ca- 
tene sono disposte parallelamente all’asse della fibra. 
Studi di sequenza hanno dimostrato che le lunghe 
catene sono composte da una ripetizione di un seg- 
mento di sei residui amminoacidici con la sequenza 


(-Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala-), 


Questa sequenza forma una struttura 8 con le catene 
laterali della Gly che sono disposte tutte su un lato 
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Figura 7.31 La tripla elica del collageno che mostra la curvatura delle 
eliche polipeptidiche sinistrorse per formare una superelica destrorsa. 
Le funi ed i cavi sono costruiti da una gerarchia di fasci di fibre curva- 
ti alternativamente in direzioni opposte. Una singola elica polipepti- 
dica ha 3,3 residui per giro e un passo di 10 A (contrariamente all’eli- 
ca poliprolina I! che ha 3 residui per giro ed un passo di 9,4 A; Fig. 
7.15). La tripla elica del collageno ha 10 unità Gly-X-Y per giro e 
un passo di 86,1 A. (Copyright © Irving Geis.) 
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Figura 7.32 Una proiezione della tripla elica del polimero simile al 
collageno (Gly-Pro-Pro)n, visto dalla sua estremità carbossiterminale. 
I residui Gly-X-Y in ogni catena sono sfalsati in senso verticale in 
modo che un residuo di Gly, uno di X ed uno di Y di tre catene 
diverse si vengano a trovare allo stesso livello lungo l’asse dell'elica. 
Le linee tratteggiate rappresentano i legami idrogeno tra il gruppo 
N—H della Gly e l’ossigeno dell’amminoacido successivo nella cate- 
na polipeptidica vicina. Ogni terzo residuo deve essere Gly, in quan- 
to non vi è spazio vicino all'asse dell'elica per la catena laterale di 
qualsiasi altro residuo. Le grosse catene laterali dei residui. di Pro 
sono situate alla periferia della tripla elica dove non hanno impedi- 
menti sterici. (Fonte: YONATH, A. e TRAUB, W., /. Mol. Biol., 43, p. 
461, 1969.) 


x 


Il collageno è organizzato in fibre 


[239 | Il collageno Tipo I, II e III forma fibrille striate 
(Fig. 7.33) con una periodicità di 680 À e con un dia- 
metro che varia da 100 a 2000 À a seconda del tipo 
di collageno e del tessuto di origine (gli altri tipi di 
collageno formano aggregati diversi simili a retico- 
li). Alcuni studi al computer con modelli strutturali 
hanno indicato che le molecole di collageno sono or- 
ganizzate lateralmente in una disposizione sfalsata 
(Fig. 7.34). Le porzioni chiare delle strutture striate 
corrispondono a «buchi» di 400 À sulla superficie 
della fibrilla posti tra le molecole di collageno che si 
trovano allineate testa verso coda. 

Il collageno contiene carboidrati legati covalente- 
mente, i quali possono corrispondere a quantità va- 
riabili tra lo 0,2% e il 12% del suo peso totale, a se- 
conda del tessuto di origine. 

I carboidrati sono costituiti principalmente da glu- 
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cosio e da galattosio e dai loro disaccaridi e sono lega- 
ti covalentemente a residui di 5-idrossilisina ad ope- 
ra di enzimi specifici. 

Anche se la funzione dei carboidrati nel collageno 
non è ancora nota, il fatto che essi siano localizzati 
nelle regioni delle fibrille con il «buco» fa pensare 
che siano coinvolti nell’organizzazione delle fibrille. 

La struttura del collageno gioca un ruolo fondamen- 
tale nella formazione dell’osso. Questo tessuto è co- 
stituito da una fase organica, principalmente il colla- 
geno, e da una fase inorganica, rappresentata dall’i- 
drossiapatite, Cas(PO)30H. Durante la formazione 
dell’osso, i cristalli iniziali di idrossiapatite si genera- 
no ad intervalli di 680 À, la stessa periodicità della 
fibrilla del collageno. Le regioni con il «buco» presen- 
ti nelle fibrille possono quindi agire come siti di nu- 
cleazione nel processo di mineralizzazione dell’osso. 


Molecola di collageno PPP 
Impacchettamento delle molecole 


Zona di sovrapposizione 
0,4D 


Figura 7.34 Immagine a bande che presenta la fibra di collageno al 
microscopio elettronico; sopra, una rappresentazione schematica del- 
la disposizione sfalsata delle molecole di collageno che determina 
una superficie periodicamente dentellata. D, la distanza tra le striatu- 
re trasversali è circa 680 A e la lunghezza di una molecola di collage- 
no di 3 000 A è di 4,4 D. (Per gentile concessione di Karl A. Piez, 
Collagen Corporation.) 


Figura 7.33 Fotografia al microscopio elettronico delle fibre di colla- 
geno della pelle. (Per gentile concessione di Jerome Gross, Massa- 
chusetts General Hospital.) 


Le fibrille di collageno 
contengono legami trasversali covalenti 


[ 240 |] L’insolubilità del collageno in solventi che pos- 
sono rompere i legami idrogeno e le interazioni ioni- 
che è spiegata dal fatto che questa struttura contiene 
legami trasversali (crociati) sia intramolecolari che in- 
termolecolari. Questi legami crociati non possono es- 
sere ponti disolfuro come nella cheratina, in quanto 
il collageno è praticamente privo di residui di Cys. 
Essi derivano invece dalle catene laterali di residui 
di Lys e di His mediante reazioni simili a quelle ri- 
portate nella Fig. 7.35. La lisil ossidasi, un enzima 
contenente Cu che converte i residui di Lys nell’al- 
deide allisina, è il solo enzima implicato nel proces- 
so di formazione dei legami trasversali. Possono le- 
garsi covalentemente tra loro fino a quattro catene 
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182 Capitolo 7 


D. Elastina, un ripiegamento non ripetitivo 


[343] L’elastina è una proteina con proprietà elasti- 
che simile alla gomma, le cui fibre si possono allun- 
gare di diverse volte la loro naturale lunghezza. Essa 
è il principale componente del tessuto connettivo ela- 
stico giallo presente nei polmoni, nella parete dei 
grandi vasi sanguigni, come l’aorta, e nei legamenti 
elastici, come quelli del collo. Il tessuto connettivo 
bianco non elastico dei tendini contiene solo piccole 
quantità di elastina. L’iperestensibilità delle giunzio- 
ni e della pelle caratteristica di alcune malattie da 
deficienza di collageno dipende dalla perdita di rigi- 
dità originariamente conferita dal collageno, accop- 
piata alla presenza, però, nel tessuto di quantità nor- 
mali di elastina. 

L’elastina, come la fibroina della seta ed il collage- 
no, ha una composizione amminoacidica caratteristi 
ca. Essa è costituita principalmente da residui piccoli 
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e non polari: circa un terzo è rappresentato da Gly, 
un altro terzo da Ala+Val ed è ricca di residui di 
Pro. L’elastina contiene però solo pochi residui di 
idrossiprolina, l’idrossilisina non è presente ed i resi- 
dui polari sono pochi. 

L’elastina forma reticoli tridimensionali di fibre, 
senza una particolare periodicità, osservabili nelle fo- 
tografie al microscopio elettronico. Inoltre, in base 
alle ossservazioni ai raggi X, le fibre sono prive di 
una struttura secondaria regolare. 

I legami crociati nell’elastina sono formati dall’al- 

deide allisina, come avviene per il collageno (Fig. 7.35) 
ed i composti lisinonorleucina, desmosina ed iso- 
desmosina (vedi formula a sinistra in basso). 
La lisinonorleucina, che è anche presente nel colla- 
geno, deriva dalla riduzione della base di Schiff (le- 
game imminico) formato dalla condensazione di una 
catena laterale di una Lys con una allisina (Fig. 7.35). 
La desmosina e l’isodesmosina sono tipiche dell’ela- 
stina e sono responsabili del suo colore giallo; esse 
si formano dalla condensazione delle catene laterali 
di tre allisine e di una lisina. Questi legami crociati 
sono apparentemente responsabili sia dell’elasticità 
della fibra di elastina che della sua insolubilità. 


3. PROTEINE GLOBULARI 


[344] Le proteine globulari comprendono gruppi 
molto diversi di sostanze che, nel loro stato nativo, 
esistono sotto forma di molecole compatte e sferoida- 
li. Gli enzimi sono proteine globulari, come pure le 
proteine recettrici e di trasporto. In questo paragra- 
fo analizzeremo la struttura terziaria delle proteine 
globulari. Poiché la maggior parte delle nostre cono- 
scenze sulla struttura delle proteine, e quindi anche 
i riflessi sulla loro funzione, derivano da studi cri- 
stallografici ai raggi X di proteine globulari (anche 
se è stata recentemente sviluppata una tecnica alter- 
nativa sfruttando la risonanza magnetica nucleare — 
NMR — che comincia ad avere buoni risultati), ini- 
zieremo questa parte con una discussione sulla capa- 
cità e sulle limitazioni di questa tecnica. 


A. Interpretazione della struttura 
delle proteine ai raggi X 


[345]La cristallografia ai raggi X è una tecnica che 
ci dà immagini dirette delle molecole. 1 raggi X posso- 
no essere usati per questi scopi in quanto l’incertez- 
za nella localizzazione di un oggetto è approssimati- 


Figura 7.37 Fotografia della diffrazione dei raggi X di un singolo cri- 
stallo di mioglobina di capodoglio. L'intensità di ogni massimo di 
diffrazione (quanto è scura ogni macchia) è una funzione della densi- 
tà elettronica del cristallo di mioglobina. La fotografia contiene sol- 
tanto una piccola frazione delle informazioni ottenibili con la diffra- 
zione da un cristallo di mioglobina. (Per gentile concessione di John 
Kendrew, Cambridge University.) 


vamente uguale alla lunghezza della radiazione uti- 
lizzata per osservarlo (la lunghezza d’onda dei raggi 
X ed i legami covalenti hanno distanze simili di circa 
1,5 À; le singole molecole non possono essere osser- 
vate al microscopio ottico perché la luce visibile ha 
una lunghezza d’onda minima di 4 000 À). Non è esat- 
tamente la stessa cosa parlare di microscopia elettro- 
nica ed ottica in quanto, per esempio, non vi sono 
lenti per i raggi X. In questi strumenti, un cristallo 
di una molecola che deve essere osservata viene espo- 
sto ad un fascio collimato di raggi X monocromatici 
ed il conseguente quadro di diffrazione viene regi 
strato su una lastra fotografica (Fig. 7.37) oppure da 
un contatore di radiazioni. Le intensità delle radia- 
zioni massime (il colore scuro delle macchie sulla la- 
stra) sono utilizzate per costruire matematicamente 
l’immagine tridimensionale della struttura del cri- 
stallo mediante metodi che esulano dagli scopi di que- 
sto testo. Discuteremo soltanto alcuni dei problemi 
speciali associati all’interpretazione delle strutture cri- 
stalline ottenute ai raggi X delle proteine. 

I raggi X interagiscono quasi esclusivamente con 
gli elettroni della materia e non con i nuclei. Una 


CREO DI AE 


Strutture tridimensionali delle proteine 183 


struttura ai raggi X è quindi un'immagine della den- 
sità degli elettroni dell’oggetto che si sta studiando. 
Queste mappe della densità elettronica possono 
mostrare una serie di sezioni parallele dell’oggetto. 
In ogni sezione, la densità elettronica viene rappre- 
sentata da linee più o meno circolari (Fig. 7.38a) si- 
mili a quelle che rappresentano le altitudini nelle 
mappe topografiche. Un insieme sovrapposto di que- 
ste mappe disegnate su fogli trasparenti genera una 
mappa tridimensionale della densità elettronica (Fig. 
7.38b). Le analisi strutturali moderne sono ora effet- 
tuate con l’aiuto di computer grafici, che mostrano 
le mappe di densità degli elettroni in tre dimensioni 
(Fig. 7.380). 


Le strutture dei cristalli delle proteine 
hanno una risoluzione minore di quella atomica 


[246] Le molecole in un cristallo proteico, come in 
altre sostanze cristalline, sono disposte sotto forma 
di reticolo (lattice) tridimensionale regolare. I cristal- 
li proteici differiscono però da quelli della maggio- 
ranza delle piccole molecole organiche ed inorgani- 
che essendo altamente idratati; circa il 40-60% del 
loro volume è rappresentato da acqua. Il solvente ac- 
quoso utilizzato per la cristallizzazione è necessario 
per conservare l’integrità strutturale dei cristalli pro- 
teici; queste osservazioni sono state fatte da John D. 
Bernal e da Dorothy Crowfoot Hodgkin nel 1934, 
quando iniziarono a studiare ai raggi X i cristalli di 
proteine. L’acqua è necessaria per l’integrità struttu- 
rale non solo del cristallo, ma anche della conforma- 
zione nativa della proteina stessa (paragrafo 7.4). 

Il grande contenuto in solvente dei cristalli protei- 
ci li rende molli, con una consistenza simile al gel, 
e quindi le molecole non presentano il caratteristico 
ordine rigido dei cristalli delle piccole molecole co- 
me la glicina o il cloruro di sodio. Le molecole in 
un cristallo proteico sono disordinate e si spostano 
dalla posizione corretta anche di alcuni Angstròm; 
la corrispondente mappa di densità elettronica viene 
ad essere priva delle informazioni concernenti i det- 
tagli strutturali più minuti. Si dice, quindi, che il cri- 
stallo ha un limite di risoluzione che corrisponde al 
disordine delle molecole. I cristalli proteici hanno li- 
miti di risoluzione che possono variare da 2 a 3,5 À; 
alcune proteine sono più ordinate ed hanno risolu- 
zioni superiori, altre invece sono più disordinate e 
presentano una risoluzione inferiore. 

Poiché la mappa di densità elettronica di una pro- 
teina deve essere interpretata, cioè devono essere de- 
finite le posizioni dei suoi atomi, l’accuratezza e an- 
che la fattibilità stessa dell’analisi strutturale dipen- 
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Modelli di ripiegamento delle proteine 


[248] A tutt’oggi sono note le strutture ad alta risolu- 
zione di circa 400 proteine e questo numero sta rapi- 
damente crescendo. Confrontando la struttura di que- 
ste proteine, si osserva che gli elementi della struttu- 
ra secondaria si dispongono in un numero di model- 
li geometrici basali sorprendentemente piccolo per 
formare la struttura terziaria. L’analisi di questi mo- 
delli ci suggerisce che la struttura terziaria sia so- 
stanzialmente razionalizzabile nei termini di poche 
e relativamente semplici costrizioni strutturali, co- 
me la rigidità dello scheletro peptidico, la tendenza 
degli elementi della struttura secondaria adiacenti nel- 
la sequenza della proteina a ripiegarsi l’uno di fian- 
co all’altro con andamenti antiparalleli e la necessità 
di avvicinare il più possibile le superfici di contatto 
degli elementi della struttura secondaria spazialmente 
vicini. Anche se possediamo queste informazioni, non 
siamo ancora in grado di predire correttamente il 
ripiegamento di un particolare polipeptide. 


Molte proteine allo stato cristallino mantengono 
la loro conformazione nativa 


[249] Qual è la relazione tra la struttura di una pro- 
teina in un cristallo e quella in soluzione, condizione 
in cui una proteina normalmente funziona? Nume- 
rose evidenze sperimentali suggeriscono che una pro- 
teina cristallina assuma praticamente la stessa strut- 
tura che ha in soluzione: 


1. Una molecola proteica in un cristallo è essenzial- 
mente in soluzione in quanto è in contatto con 
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il solvente di cristallizzazione su tutta la sua su- 
perficie, a parte alcune zone in cui è invece in 
contatto con le molecole proteiche vicine. 

2. Una proteina può cristallizzare in una delle di- 
verse forme o «abiti cristallini», a seconda delle 
condizioni di cristallizzazione, che differiscono in 
base alla disposizione delle molecole proteiche nel- 
lo spazio relativamente alle altre presenti nello 
stesso cristallo. In alcuni casi, quando sono state 
analizzate diverse forme cristalline della stessa 
proteina, si è osservato che le molecole avevano 
la stessa conformazione. Evidentemente le forze 
che tendono ad accumulare le molecole proteiche 
nel cristallo non modificano in modo significati- 
vo la loro struttura tridimensionale. 

3. L’evidenza più certa sul fatto che le proteine cri- 
stalline abbiano strutture biologicamente rilevan- 
ti è data dall’osservazione che molti enzimi sono 
cataliticamente attivi nello stato cristallino. L’atti- 
vità catalitica di un enzima è molto sensibile all’o- 
rientamento relativo dei gruppi coinvolti nel le- 
game del substrato e nella catalisi (Capitolo 14). 
Gli enzimi cristallini attivi devono quindi avere 
conformazioni molto simili alle conformazioni che 
essi assumono in soluzione. 


Le molecole proteiche sono illustrate 
molto efficacemente in forme semplificate 


[250 | Le diverse centinaia di atomi diversi dall’idro- 
geno di una proteina, anche piccola, rendono la com- 
prensione della sua struttura dettagliata uno sforzo 
considerevole e non sempre possibile. Il sistema più 
istruttivo per lo studio della struttura di una protei- 


Figura 7.40 Rappresentazione stereo 

_ ottenuta al computer della mioglobi- 
na di capodoglio in cui i C,, sono rap- 
presentati dalle palline e i gruppi pep- 
tidici dalle linee diritte. | 153 residui 
che costituiscono la molecola sono ri- 
piegati in otto a-eliche (rimarcate nel 
disegno dall’ombreggiatura), connes- 
se da piccoli polipeptidi di legame. 
Il gruppo eme legato alla proteina (in 
viola) complessato con l’O, (la sfera 
in arancio) è mostrato in stretta con- 
nessione con le catene laterali di due 
residai di His (in azzurro). Per una 
maggiore chiarezza non sono stati ri- 
portati gli atomi di idrogeno. Le istru- 
zioni per l'osservazione di immagini 
stereo sono date nell’appendice di 
questo capitolo. (Copyright © Irving 
Geis.) 


perni lion Lu 
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Estremità amminica della catena 


Figura 7.41 Rappresentazione della mioglobina di capodog 
analoga a quella riportata nella Fig. 7.40. Per chiarezza, un 
gruppo propionico del gruppo eme è stato spostato dalla sua 
posizione originale. | residui amminoacidici sono numerati a 
partire dall’N-terminale e [e otto a-eliche sono indicate con 
lettere maiuscole, dalla A alla H. (Copyright © Irving Geis.) 


na è quello di disporre e di esaminare il modello (a 
palle e bastoncini) del suo scheletro. Sfortunatamen- 
te, questi modelli non sono sempre disponibili e le 
loro fotografie sono troppo confuse e zeppe di atomi 
per poter essere utilizzate. Una pratica alternativa 
è rappresentata da una immagine tridimensionale ge- 
nerata da un computer in cui lo scheletro della cate- 
na polipeptidica viene mostrato solo con i suoi atomi 
di C, e poche catene laterali importanti (Fig. 7.40). 
Un’altra possibilità è la ricostruzione artistica di un 
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modello della proteina che è stato semplificato e leg- 
germente distorto per aumentare la chiarezza del- 
l’immagine (Fig. 7.41). Un ulteriore livello di astra- 
zione può essere ottenuto dalla rappresentazione della 
proteina sotto forma di disegno in cui viene esaltata 
la sua struttura secondaria (Fig. 7.42; vedi anche Fig. 
7.19). I disegni generati da un computer di modelli 
spaziali come quelli riportati nelle Figure 7.12 e 7.18 
possono essere utilizzati per illustrare alcune carat- 
teristiche della struttura delle proteine. 
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Residui 
esposti 
sulla superficie 


Figura 7.45 Rappresentazione a ruota dell'elica H della miogiobina 
in cui viene proiettata su un piano la posizione delle catene laterali. 
Per ogni residuo è indicata sia la sua posizione nella sequenza della 
catena polipeptidica che la sua posizione nell’a-elica. | residui che 
giacciono nel lato dell'elica che guarda verso l'interno della proteina 
sono tutti non polari. Gli altri residui, eccetto la Leu 137, che ha 
contatti con il segmento che unisce le eliche E ed F (Figg. 7.40 e 
7.41), sono esposti al solvente e sono tutti più o meno polari. Con- 
frontate questo diagramma con il disegno dell’elica H nella Fig. 7.42. 


tualmente anidro di una proteina comporta la per- 
dita della maggior parte della sua energia di idra- 
tazione. Nei rari casi in cui gruppi carichi sono 
presenti all’interno di una proteina, essi hanno di 
solito funzioni chimiche specifiche come quella di 
promuovere la catalisi o di partecipare al legame 
di un metallo (ad esempio, i residui di His che 
legano metalli nelle Figg. 7.41 e 7.44). 

3. I residui polari non carichi Ser, Thr, Asn, Gln, 
Tyr e Trp sono normalmente sulla superficie del- 
le proteine, ma frequentemente si riscontrano an- 
che nel loro interno. In quest’ultimo caso, questi 
residui sono impegnati nella formazione di lega- 
mi idrogeno con altri gruppi della proteina. Vir- 
tualmente ogni donatore di legami idrogeno im- 
merso nella proteina forma un legame idrogeno 
con un accettore altrettanto immerso; in questo 
modo, il legame idrogeno che si genera «neutra- 
lizza» la polarità dei gruppi che partecipano alla 
sua formazione. 
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: Residui 

“. che guardano 
verso l’intern 
della proteina 


Questa distribuzione delle catene laterali è partico- 
larmente chiara nelle Figure 7.42 e 7.45, che mostra- 
no le catene laterali degli amminoacidi esposte sulla 
superficie e all’interno dell’elica H della mioglobina. 


I nuclei delle proteine globulari sono opportu- 
namente organizzati 


[254 ] Le proteine globulari sono piuttosto compatte; 
nel loro interno lo spazio libero è molto poco e le 
molecole di acqua sono praticamente escluse da que- 
sto compartimento. L’organizzazione simile a micel- 


le che assumono le loro catene laterali (i gruppi pola- 


‘ ri all’esterno e i gruppi non polari all’interno) ha ge- 


nerato la definizione di «gocce di olio con un rivesti- 
mento polare». Questa generalizzazione, anche se mol- 
to pittoresca, manca però di precisione. La densità 
di «impacchettamento» (il rapporto tra il volume 
compreso nelle sacche di van der Waals degli atomi 
in una regione e il volume totale di quella regione) 
delle regioni interne delle proteine globulari ha va- 
lori medi di circa 0,75, che è nello stesso ordine di 
grandezza di quello dei cristalli delle piccole moleco- 
le organiche. Le sfere di ugual volume e ben impac- 
cate hanno una densità di 0,74, mentre i liquidi or- 
ganici (le gocce di olio) hanno valori che stanno prin- 
cipalmente tra 0,6 e 0,7. L’interno delle proteine glo- 
bulari è quindi più simile ad un cristallo che ad una 
goccia di olio, cioè è organizzato in modo appropriato. 
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Figura 7.46 Una subunità dell'enzima gliceraldeide-3-fosfato deidro- 
genasi dal Bacillus stearothermophilus. Il polipeptide si ripiega in due 
domini distinti. Il primo dominio (in rosso, residui 1-146) lega il 
NAD* (in nero) vicino all'estremità del foglietto 8 antiparallelo; il 
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pri Liv, 
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secondo dominio (in verde) lega la gliceraldeide-3-fosfato (non indi- 
cata). (Fonte: BieseckER, G., HARRIS, ].1., THIERRY, J.C., WALKER, J.E. e 
WONACOTT, A., Nature, 266, p. 331, 1977.) 
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ALL 


[257][258][259 [260] 


4. STABILITA DELLE PROTEINE 


{257 ] Per quanto possa sembrare incredibile, le mi- 
surazioni termodinamiche indicano che le proteine 
native sono entità solo marginalmente stabili nelle 
condizioni fisiologiche. L’energia libera necessaria per 
denaturarle è approssimativamente 0,4 kJ - mol! di 
residui amminoacidici e quindi una proteina con 100 
amminoacidi è stabile soltanto fino a circa 
40 kJ: mol-!. Al contrario, l’energia necessaria a 
rompere un tipico legame idrogeno è circa 
20 kJ - mol-!. Le varie influenze non covalenti a cui 
sono sottoposte le proteine — interazioni elettrostati- 
che (sia attrattive che repulsive), i legami idrogeno 
(sia intramolecolari che con l’acqua) e le forze idro- 
fobiche — hanno ognuna ampiezze che possono rag- 
giungere le migliaia di kJ per mole se consideriamo 
la proteina nel suo complesso. Di conseguenza, la 
struttura di una proteina dipende dal delicato equili- 
brio tra forze che si controbilanciano. In questo para- 
grafo discuteremo la natura di queste forze e, alla 
fine, vedremo la denaturazione delle proteine, cioè 
come queste forze possono essere annullate. 


A. Forze elettrostatiche 


[258 ] Le molecole sono insiemi di particelle elettrica- 
mente cariche e quindi, con un ragionevole grado 
di approssimazione, le loro interazioni sono deter- 
minate dalle leggi dell’elettrostatica classica (calcoli 
più esatti richiedono l'applicazione della meccanica 
quantistica). L’energia di associazione U di due cari- 
che elettriche, q1 e ga, separate da una distanza r 
viene calcolata integrando l’espressione dell’equazio- 
ne di Coulomb [equazione 2.1], per determinare il 
lavoro necessario a separare queste cariche ad una 
distanza infinita: 


u=tt% [7.1] 
Dr 


dove k corrisponde a 9,0Xx 10°J- m-C7* e Dè la co- 
stante dielettrica del mezzo in cui le cariche sono 
immerse (ricordate che D è uguale a 1 per il vuoto 
e tende ad aumentare con la polarità del mezzo; Ta- 
bella 2.1). La costante dielettrica di una regione delle 
dimensioni di una molecola è difficile da calcolare; 
per l’interno di una proteina viene di solito conside- 
rato intorno a valori che vanno da 2 a 5, in analogia 
con le costanti dielettriche misurate su sostanze che 
hanno polarità simili come il benzene e l’etere dieti- 
lico. Anche se queste forze sono tra le più importan- 
ti nel governare la conformazione di una proteina, 
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la loro quantificazione può essere fonte di errori con- 
siderevoli nella determinazione della stabilità delle 
proteine. Le interazioni elettrostatiche sono infatti ca- 
ratterizzate da distanze interatomiche superiori a 
quelle delle altre interazioni intramolecolari e quin- 
di possono coinvolgere molti atomi diversi, mentre 
gli altri tipi di forze possono essere descritti molto 
più facilmente. 


Le interazioni ioniche sono forti 
ma non stabilizzano in ugual misura le proteine 


[259 ] L’associazione di due gruppi proteici ionici con 
carica opposta è nota come coppia ionica oppure 
ponte salino. In base all’equazione [7.1], l'energia 
di una coppia ionica tipica, ad esempio il gruppo car- 
bossilico di un residuo di Glu ed il gruppo amminico 
di un residuo di Lys, i cui centri di carica sono sepa- 
rati da 4,0 À in un mezzo con una costante dielettri- 
ca di 4, è —-86 kJ- mol”! (una carica elettronica è 
uguale a 1,60 x 107!9 C). Gli ioni liberi in soluzioni 
acquose sono altamente solvatati e quindi l'energia 
libera di solvatazione di due ioni separati è circa ugua- 
le all’energia libera di formazione della coppia ioni- 
ca non solvatata. Le coppie ioniche contribuiscono quin- 
di poco alla stabilità della struttura nativa delle pro- 
teine. Ciò spiega perché le coppie ioniche non solva- 
tate non sono quasi mai presenti nelle proteine e per- 
ché le coppie ioniche esposte sulla superficie all’azio- 
ne del solvente acquoso sono così poco conservate 
tra proteine omologhe. 


Le interazioni dipolo-dipolo sono deboli 
ma stabilizzano la struttura delle proteine 


[60 ] L'associazione non covalente tra molecole elet- 
tricamente neutre, note con il nome collettivo di for- 
ze di van der Waals, deriva da interazioni elettro- 
statiche tra dipoli indotti o permanenti. Queste forze 
sono responsabili delle numerose interazioni di va- 
ria lunghezza tra atomi vicini ma non legati tra loro. 
(11 legame idrogeno, un tipo speciale di interazione 
dipolare, viene considerato separatamente nel para- 
grafo 7.4B.) 

Le interazioni tra dipoli permanenti sono determi- 
nanti strutturali importanti nelle proteine, in quanto 
molti dei loro gruppi, come i gruppi carbonilici ed 
amidici dello scheletro peptidico, hanno momenti di- 
polari permanenti. Queste interazioni sono in gene- 
re molto più deboli delle interazioni carica-carica di 
una coppia ionica. Per esempio, due gruppi carboni- 
lici, ognuno con un dipolo di 4,2x 107° C - m (1,3 
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(a) Interazioni tra dipolo permanenti 


Figura 7.50 Interazioni dipolo-dipolo. La forza di ogni dipolo è rap- 
presentata dallo spessore della freccia che lo accompagna. (a) Intera- 
zioni tra dipoli permanenti. Queste interazioni, qui rappresentate da 
gruppi carbonilici allineati testacoda, possono essere attrattive (come 
mostra nella figura) o repulsive, a seconda dell’orientamento dei di- 
poli. (b) Interazione dipolo-dipolo indotto. Un dipolo permanente (un 
gruppo carbonilico) induce un dipolo in un gruppo vicino (rappresen- 
tato qui da un gruppo metilico) distorcendo elettrostaticamente la sua 
distribuzione elettronica (ombreggiatura). Ciò porta sempre ad una 
interazione attrattiva. (c) Forze di dispersione di London. Il momenta- 
neo sbilanciamento della carica (ombreggiatura) dovuta al movimen- 
to degli elettroni in una molecola (a sinistra) induce un dipolo in 
un gruppo vicino (a destra): cioè i movimenti degli elettroni in gruppi 
vicini sono correlati. Ciò porta sempre ad interazioni attrattive. 


unità debye), orientati in una disposizione ottimale 
testa-coda (Fig. 7.500) e separati da 5 À in un mezzo 
con una costante dielettrica di 4, hanno un’energia 
di attrazione calcolata di soltanto —9,3 kJ-mol7!. 
Queste energie variano inoltre in funzione di r73 e 
quindi si attenuano rapidamente con l’aumentare del- 
la distanza. Nelle strutture ad a-elica o nelle struttu- 
re 8, tutti i gruppi dipolari amidici e carbonilici sono 
disposti nella stessa direzione (Figg. 7.11 e 7.16) e 
quindi le loro interazioni sono associative e tendono 
ad essere additive (questi gruppi formano ovviamente 
legami idrogeno, ma ora siamo interessati soltanto 


ai loro campi elettrici residui). Di conseguenza, nei 
nuclei a bassa costante dielettrica delle proteine, le 
interazioni dipolo-dipolo influenzano significativamen- 
te i ripiegamenti delle catene polipeptidiche. 

Un dipolo permanente induce anche un momento 
dipolare in un gruppo vicino, in modo da formare 
un’interazione attrattiva (Fig. 7.50b). Queste intera- 
zioni dipolari indotte da un dipolo sono in genere 
più deboli di un’interazione dipolo-dipolo normale. 
[261 | Anche se le molecole non polari sono elettrica- 
mente neutre in ogni istante, esse hanno piccoli mo- 
menti dipolari che derivano dai rapidi movimenti 
di fluttuazione dei loro elettroni. Questi momenti di- 
polari transitori polarizzano gli elettroni in un grup- 
po vicino, dando origine ad un momento dipolare 
(Fig. 7.50c) così che, alle distanze di contatto di van 
der Waals, questi gruppi sono attratti l’uno verso l’al- 
tro (un effetto meccanico quantistico che in realtà 
non può essere spiegato soltanto nei termini della fi- 
sica classica). Queste forze chiamate forze di disper- 
sione di London sono estremamente deboli. Il valo- 
re di 8,2 kJ- mol-! del calore di vaporizzazione del 
metano CHy), per esempio, indica che l’interazione 
attrattiva tra due atomi di H in contatto, ma apparte- 
nenti a due molecole di CH, vicine, è approssimati- 
vamente — 0,3 kJ- mol7* (nel liquido, una molecola 
di CH4 tocca altre 12 molecole vicine con circa due 
contatti H---H ciascuna). 

Le forze di London sono solo di rado importanti 
per gruppi che entrano in contatto in quanto la loro 
energia di associazione è proporzionale ad r78. Non 
di meno, il gran numero di contatti interatomici nel- 
le proteine rende le forze di London determinanti nel- 
l’influenzare la conformazione delle proteine. Queste 
forze forniscono inoltre molta dell’energia di lega- 
me coinvolta nelle interazioni stericamente com- 
plementari tra la proteina e le molecole a cui si as- 
socia. 


B. Legami idrogeno 


[262]I legami idrogeno (D—H- - - A), come abbiamo 
visto nel paragrafo 2.1A, sono interazioni elettrosta- 
tiche tra un gruppo donatore debolmente acido (D—-H) 
ed un atomo accettore (A) che abbia una coppia di 
elettroni spaiati. Nei sistemi biologici D ed A posso- 
no essere gli atomi altamente elettronegativi N ed 
O ed in qualche caso anche atomi di zolfo. I legami 
idrogeno, con energie di associazioni variabili da — 12 
a -30 KJ- mol”!, sono molto più direzionali delle 
forze di van der Waals, anche se meno dei legami 
covalenti. La distanza D---A è, di solito, tra 2,7 e 
3,1 À. I legami idrogeno tendono ad essere lineari 
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Figura 7.52 La struttura del clatrato (n-C4H9)35*F7 - 23H:0. | cla- 
trati sono complessi cristallini di composti non polari con l’acqua 
(di solito si formano a bassa temperatura e a bassa pressione) in cui 
le molecole non polari sono racchiuse da una gabbia di molecole 
di acqua tenute unite da legami idrogeno tetraedrici (qui sono rappre- 
sentati solo i loro atomi di ossigeno). Una delle interazioni formate 
da legami idrogeno è mostrata in dettaglio (freccia). (Copyright © 
Irving Geis.) 


cio normale in quanto la solvatazione di un gruppo 
non polare da parte dell’acqua determina una gran- 
de diminuzione del suo volume (ad esempio, il tra- 
sferimento di metano CH, dall’esano all’acqua ridu- 
ce il volume della soluzione acquosa di 22,7 ml per 
mole di CHy), mentre quando l’acqua solidifica si ha 
un’espansione di 1,4 ml per mole. 

L’energia libera di idratazione sfavorevole di una 
sostanza non polare determinata dall’ordine assunto 
dalle molecole di acqua circostanti ha come risultato 
netto il fatto che la sostanza non polare viene esclusa 
dalla fase acquosa. Ciò avviene in quanto l’area su- 
perficiale della cavità contenente l’aggregato di mo- 
lecole non polari è minore della somma delle aree 
superficiali delle cavità che ogni singola molecola po- 
trebbe individualmente occupare. L’aggregazione del- 
le molecole non polari tende quindi a minimizzare 
l’area superficiale della cavità e la diminuzione di 
entropia del sistema. In un certo senso i gruppi non 
polari vengono spinti fuori dalla fase acquosa dalle 
forze idrofobiche. Le determinazioni termodinami- 
che stabiliscono che la variazione di energia libera 
necessaria a togliere un gruppo —CH.— da una so- 
luzione acquosa è circa —3 kJ-mol7! Anche se 
questa è una quantità di energia libera relativamen- 
te piccola, nelle strutture molecolari che coinvolgono 
molti contatti non polari, le interazioni idrofobiche 
assumono valori considerevoli. 


© 88-08-10538-5 


[265] Nel 1950 Walter Kauzmann poté stabilire che 
le forze idrofobiche rappresentano la forma di inte- 
razione principale per il ripiegamento delle proteine 
nella loro conformazione nativa. La Figura 7.53 mo- 
stra che l’idropatia (un indice che combina le ten- 
denze idrofobiche ed idrofiliche di un gruppo; Ta- 
bella 7.5) delle catene laterali degli amminoacidi può 
predire, con una buona approssimazione, quali parti 
della catena polipeptidica sono all’interno della pro- 
teina, fuori dal contatto con il solvente acquoso, e 
quali parti sono invece sulla superficie, in contatto 
con il solvente acquoso. Nelle proteine, l’effetto delle 
forze idrofobiche viene spesso chiamato legame 
idrofobico, probabilmente per indicare la specifica 
natura del ripiegamento della proteina sotto l’influen- 
za dell’effetto idrofobico. È da tenere presente, però, 
che i legami idrofobici non generano le specifiche 
interazioni direzionali tipiche del termine «legame». 


D. Ponti disolfuro 


[z66]I ponti disolfuro si formano quando una pro- 
teina si ripiega nella sua conformazione nativa (para- 
grafo 8.1B) e servono a stabilizzarne la struttura tri- 


Catena laterale Idropatia 
Ile 4,5 
Val 4,2 
Leu 3,8 
Phe 2,8 
Cys 2,5 
Met 1,9 
Ala né 1,8 
Gly -0,4 
Thr — 0,7 
Ser —-0,8 
Trp -0,9 
Tyr — 1,3 
Pro —1,6 
His —3,2 
Glu —3,5 
Gin —3,5 
Asp —3,5 
Asn —3,5 
Lys — 3,9 
Arg —-4,5 


Fonte: Kyre, J. e Doom, R.F., /. Mol. Biol., 157, p. 110, 1982. 
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Figura 7.53 Indice idropatico (somma delle idropatie di nove residui 
consecutivi; vedi Tabella 7.5) in funzione della posizione del residuo 
nella sequenza del chimotripsinogeno bovino. Un indice idropatico 
largamente positivo è rappresentativo di una regione idrofobica della 
catena polipeptidica, mentre un valore negativo dell'indice sta per 
una regione idrofilica. Le barre in alto indicano regioni interne della 
proteina, quelle in basso regioni all’esterno. (Fonte: KYTE, J. e Doo- 
uTTLE, R.F., /. Mol. Biol., 157, p. 111, 1982.) 


dimensionale. Il carattere chimico relativamente ri- 
ducente del citoplasma tende però a diminuire la sta- 
bilità dei legami disolfuro intracellulari. Infatti, qua- 
si tutte le proteine con ponti disolfuro vengono se- 
crete in ambienti molto più ossidanti, in cui i loro 
ponti disolfuro diventano particolarmente importan- 
ti per stabilizzare la loro struttura. Apparentemente 
la relativa ostilità dell'ambiente extracellulare nei con- 
fronti delle proteine (ad esempio, la temperatura ed 
il pH non controllati) rende necessario un elemento 
strutturale addizionale rappresentato dai ponti disol- 
furo. 

Esperimenti di mutagenesi hanno dimostrato che 
i ponti disolfuro stabilizzano la struttura nativa delle 
proteine. Il lisozima del batteriofago T4, una pro- 
teina che non contiene residui di Cys liberi, è stato 
modificato mediante l’ingegneria genetica in modo 
da avere uno, due oppure tre ponti disolfuro nei suoi 
segmenti esterni. Le proteine mutate hanno tempe- 
rature di fusione che aumentano in parallelo al nu- 
mero di ponti disolfuro nella proteina (la variante 
con tre ponti disolfuro ha una temperatura di fusio- 
ne 23,4 °C più elevata di quella della proteina nor- 
male). L’analisi termodinamica di questi risultati è 
in accordo con la teoria che la stabilizzazione dello 
stato nativo da parte dei ponti disolfuro deriva dalla 
diminuzione dell’entropia configurazionale del poli- 
peptide non ripiegato; cioè la proteina nativa è meno 
ordinata rispetto allo stato non ripiegato, se possiede 
ponti disolfuro. 
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E. Denaturazione delle proteine 


[ 267 ] La bassa stabilità conformazionale delle protei- 
ne native le rende facilmente suscettibili alla denatu- 
razione alterando il sistema finemente bilanciato di 
forze deboli responsabili della conformazione nati- 
va. Quando una proteina viene riscaldata, le sue pro- 
prietà, che dipendono dalla conformazione come la 
rotazione ottica (paragrafo 4.2A), la viscosità e l’as- 
sorbimento della luce UV, variano bruscamente in 
uno stretto ambito di température (Fig. 7.54). Questa 
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Figura 7.54 Rotazione ottica a 366 nm, della ribonucleasi A di pan- 
creas bovino (RNasi A) in 0,15M KCI e 0,013M tampone sodio caco- 
dilato, pH 7, in funzione della temperatura. La temperatura di fusio- 
ne, Tm, è definita come il punto di mezzo della transizione. (Fonte: 
von Hipper, P.H. e Wonc, K.Y., /. Biol. Chem., 10, p. 3911, 1965.) 
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(b) Simmetria diedrica * 


9, EX 
x a NO ARA 
: CAVE, 
(o) Li is 
(c) Simmetria Simmetria ottagonale Simmetria 
tetraedrica (cubica) icosaedrica 


Figura 7.57 Alcune simmetrie possibili di proteine costituite da proto- 
meri identici. La forma geometrica (ellisse, triangolo, quadrato o pen- 
tagono) posta alla fine delle linee tratteggiate indica il tipo di simme- 
tria dell'oggetto mostrato (rispettivamente, doppio, triplo, quadruplo, 
quintuplo asse di simmetria). (a) Strutture con simmetria ciclica C., 
C3 e Cs. (b) Strutture con simmetria diedrica D;, D4 e D3. In questi 
oggetti un doppio asse di simmetria è perpendicolare al doppio, tri- 
plo o quadruplo asse. (c) Strutture con simmetria 7, O ed /. Notate 
che il tetraedro ha alcuni, ma non tutti gli elementi di simmetria del 
cubo e che l’ottaedro ed il cubo hanno la stessa simmetria. (Copy- 
right © Irving Geis.) 


metrie speculari in quanto questi tipi di operazioni 
di simmetria convertono i residui chiralici della se- 
rie L in quelli della serie D. Quindi, le proteine han- 
no soltanto una simmetria rotazionale. 

Nelle proteine sono presenti vari tipi di simmetria 
rotazionale: 
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Figura 7.56 Immagine stereo della strut- 
tura quaternaria dell'emoglobina. Le su- 
bunità @1, 81, @2, e 82 sono colorate 
rispettivamente in giallo, azzurro, ver- 
de e blu. | gruppi eme sono in rosso. 
Il doppio asse di rotazione che pone in 
relazione il protomero @161 con il pro- 
tomero 78, è verticale. Le istruzioni 
per l'osservazione delle immagini ste- 
reo sono nell’appendice di questo capi- 
tolo. (Per gentile concessione di Richard 
J. Feldmann, NIH.) 


Figura 7.58 Un dimero di prealbumina visto lungo il suo doppio asse 
di simmetria (simbolo rosso). Ogni protomero è costituito da due fo- 
glietti 8 di quattro catene. Notate che queste strutture 8 sembrano 
continuare in modo antiparallelo nell’altro protomero formando una 
struttura appaiata con due foglietti 8 con otto catene. Nella proteina 
nativa due di questi dimeri si associano per generare un tetramero 
‘con simmetria D.. (Tratta da un disegno di Jane Richardson, Duke 
University.) 


1. Simmetria ciclica 


[272 ] Nel tipo più semplice di simmetria rotazionale, 
la simmetria ciclica, le subunità sono correlate (por- 
tate a coincidenza) da un singolo asse di rotazione 
(Fig. 7.57a). Gli oggetti con 2, 3,..., oppure n assi 
rotazionali vengono detti avere una simmetria Ca, 
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Figura 7.59 Fotografie al microscopio elettronico, formate ciascuna 
dalla sovrapposizione di cinque immagini, per aumentare i dettagli 
reali, di molecole di glutammina sintetasi di £. coli nei loro tre orien- 
tamenti caratteristici. Le dimensioni principali sono indicate nella fi- 
gura. Quando osserviamo la molecola dall'alto, essa appare come 
un anello esagonale di subunità (a sinistra). Le molecole viste di fian- 
co, si presentano come due strati di subunità sotto forma di quattro 
macchie (in mezzo), quando il punto di osservazione è esattamente 
al centro tra queste subunità. Se invece le molecole vengono viste 
sempre di fianco, ma da altri punti, l’immagine assume la forma di 
due bande parallele (a destra). Queste fotografie suggeriscono, come 
illustra il disegno posto di fianco, che la molecola dell'enzima è com- 
posta da 12 subunità organizzate in due esagoni contrapposti con 
una simmetria De. (Per gentile concessione di Earl Stadtman, NIH.) 


C3,..., Cn. Un oligomero con una simmetria C, è 
costituito da n protomeri, disposti a (360/n)° l’uno 
dall’altro. La simmetria C- è il tipo di simmetria più 
comune nelle proteine; le simmetrie cicliche più alte 
sono relativamente rare. i 

Un modo comune di associazione tra protomeri cor- 
relati da un doppio asse di rotazione è rappresentato 
dalla continuazione di un foglietto 8 tra due subuni- 
tà. In questi casi il doppio asse di rotazione è perpen- 
dicolare al foglietto 8 così che le due catene simme- 
tricamente equivalenti si legano con legami idroge- 
no in maniera antiparallela. Per esempio, mediante 
questo sistema i due gruppi di quattro catene in strut- 
tura 6 del protomero della prealbumina si estendo- 
no mediante un doppio asse per formare due fogliet- 
ti 8 a otto catene (Fig. 7.58) nella forma dimerica. 


2. Simmetria diedrica 


[273] La simmetria diedrica, (D,) un tipo più com- 
plicato di simmetria rotazionale, viene generata quan- 
do un n asse rotazionale si interseca ad angolo retto 
con un doppio asse di rotazione (Fig. 7.57b). Un oli- 


gomero con simmetria D, è costituito da 2n proto- ‘ 


meri. La simmetria D; è il tipo più comune di sim- 
metria diedrica nelle proteine. Nelle opportune con- 
dizioni, molti oligomeri con simmetria D, si posso- 
no dissociare in due oligomeri con simmetria C, (che 
sono correlati da un doppio asse di rotazione nell’oli- 
gomero D,). Questi, a loro volta, si possono dissocia- 
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re nei loro costituenti protomerici in condizioni più 
drastiche. 


3. Altre simmetrie rotazionali 


[274]1 soli altri tipi di oggetti rotazionalmente sim- 
metrici sono quelli che hanno le simmetrie rotazio- 
nali di un tetraedro (T), di un ottaedro (0) oppure 
di un icosaedro (1) ed hanno rispettivamente 12, 24 
e 60 posizioni equivalenti (Fig. 7.570). La disposizio- 
ne delle subunità nei rivestimenti proteici dei cosid- 
detti virus sferici è basata sulla simmetria icosaedri- 
ca (paragrafo 32.2A). 

In condizioni favorevoli, la microscopia elettronica 
può fornire indicazioni importanti sulla simmetria 
degli oligomeri. Studi condotti con la microscopia elet- 
tronica hanno suggerito per esempio che la glutam- 
mina sintetasi di E. coli, una proteina con una mas- 
sa di 600 kD, ha una simmetria Dg (Fig. 7.59). Sfor- 
tunatamente, poiché questa tecnica ha un basso po- 
tere risolutivo insufficiente a rivelare gli orientamenti 
relativi delle subunità proteiche (ad esempio, la dire- 
zione delle frecce nel disegno schematico di Fig. 7.59), 
queste organizzazioni possono essere considerate so- 
lo indicative; soltanto la cristallografia ai raggi X del- 
la struttura proteica può fornire informazioni sicure 
sulle relazioni geometriche tra le subunità di una pro- 
teina. Nel caso della glutammato sintetasi, gli studi 
ai raggi X hanno confermato la simmetria tipo Dg 
(paragrafo 25.5A). 


Simmetrie elicoidali 


[275] Alcuni oligomeri proteici presentano simme- 
trie elicoidali (Fig. 7.60). Le subunità chimicamente 
identiche in una struttura ad elica non sono stretta- 
mente equivalenti in quanto, per esempio, quelle pre- 
senti all’estremità dell’elica sono in contatto con un 
ambiente diverso da quelle nel centro dell’elica. L’am- 


biente di tutte le subunità lungo l’elica, meno quelle - 


vicine alle estremità, è sufficientemente simile e le 
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Lys Glutaraldeide 


2H30 


NH NH Figura 7.63 Il dimetilsuberimi- 
Il Il dato e la glutaraldeide sono 
2 (CHo)y — NH, + HsC—0—C—(CHoyg,—C—0—CHy agenti bifunzionali che reagi- 
È scono covalentemente forman- 
Lys Dimetilsuberimidato do legami trasversali tra due 
É residui di Lys. 
2CH30H ; 
NH; Nea 
(CHo)y, TNH—C—(CHo)g,— C_NH —(CHo) 
| edi 
2 (CHo)ga NH o, + HC—(CHy}3— CH 


(CHo)4 —N=CHT— (CHy)sg — CH= st) 


Figura 7.64 Fotografia al microscopio elettronico del complesso della 
piruvato deidrogenasi di £. coli (a) e della diidrolipoil transacetilasi 
{E2) (6), nucleo del complesso. (Per gentile concessione di Lester 
Reed, Clayton Foundation Biochemical Institute.) 


hanno masse molecolari variabili da alcune centinaia 
a diverse migliaia di kD. Queste strutture molto or- 
ganizzate consentono il passaggio diretto di un sub- 
strato da un enzima a quello successivo nella via me- 
tabolica. 

Il complesso della piruvato deidrogenasi di E. 
coli, che è stato studiato da Lester Reed, è uno dei 
complessi multienzimatici meglio caratterizzati. Es- 


(a) 


Figura 7.65 Complesso multienzimatico della piruvato deidrogenasi 
di £.coli. (a) La diidrolipoil transacetilasi (E2) «nucleo» del complesso 
della piruvato deidrogenasi. Le sue 24 subunità (sfere verdì) si asso- 
ciano agli angoli di un cubo ideale, formando una particella con una 
simmetria rotazionale cubica (simmetria O). (b) Modello del comples- 
so della piruvato deidrogenasi di £. coli. Le 24 subunità di piruvati 
deidrogenasi (E3) (sfere arancio) formano dimeri che si associano al 
nucleo di E, (i/ cubo ombreggiato) al centro di ciascuno dei suoi 
12 bordi. Le dodici subunità di diidrolipoil deidrogenasi (E;) (sfere 
viola) formano dimeri che si dispongono al centro di ciascuna delle 
sei facce del cubo di E7. (c) Il complesso completato, combinando 
le parti (a) e (b), con tutte le 60 subunità. 


so è costituito da tre enzimi, la piruvato deidroge- 
nasi (E), la diidrolipoil transacetilasi (E2) e la 
diidrolipoil deidrogenasi (E3), che si associano in 
molte copie, formando una particella con una massa 
di circa 4600 kD (Tabella 7.6). Le reazioni catalizzate 
da questo sistema enzimatico, che rappresentano una 
tappa essenziale del metabolismo energetico, sono di- 
scusse nel paragrafo 19.2A. 


[230] 
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Massa 
Numero 
; molecolare 33 

Enzima della subunità RE 

(kD) di 
Piruvato deidrogenasi (E) 96 24 
Diidrolipoil transacetilasi (E) -70 24 
Diidrolipoil deidrogenasi (E3) 56 12 


Fonte: Reep, L.J., Acc. Chem. Res., 7, pp. 40-46, 1974. 


Le fotografie al microscopio elettronico del com- 
plesso della piruvato deidrogenasi nella sua interez- 
za hanno mostrato una particella poliedrica con un 
diametro di circa 300 À (Fig. 7.640). L’enzima Ex iso- 
lato forma una particella con 24 subunità identiche 
(catene polipeptidiche), come nel complesso nativo. 
Le fotografie di questa particella al microscopio 


APPENDICE. 


elettronico hanno dimostrato che ha una simmetria 
cubica (Fig. 7.64b). Nella Fig. 7.65a è rappresentato 
un modello di questa struttura (confrontatela con la 
simmetria O nella Fig. 7.57c). Le subunità E; forma- 
no dimeri che si legano al cubo di E, circa al centro 
dei suoi 12 bordi (Fig. 7.65b e c). Anche le subunità 
E3 formano dimeri che si legano al centro delle sei 
facce del cubo di E». Gli altri complessi multienzi- 
matici hanno simmetrie poliedriche altrettanto ela- 
borate. 

Le proteine oligomeriche ed i complessi multienzi- 
matici sono esempi del livello più basso di organiz- 
zazione strutturale macromolecolare. Le strutture 
sopramolecolari, come i ribosomi o i componenti 
della membrana della catena di trasporto degli elet- 
troni, presentano organizzazioni macromolecolari di 
livello superiore. È, però, l’enorme e complessa orga- 
nizzazione gerarchica di molecole individualmente ina- 
nimate che forma la base strutturale della vita. 


Immagini stereoscopiche 


[280 ] Anche se viviamo in un mondo tridimensionale, le immagini che ve- 
diamo sono state proiettate su un piano bidimensionale della nostra retina. 


x 


Per la percezione della profondità è necessaria quindi la vista binoculare: 
le piccole differenze nelle immagini percepite da ogni occhio vengono elabo- 
rate nel cervello per formare una singola immagine tridimensionale. 

Le fotografie bidimensionali di oggetti complessi e tridimensionali sono 
difficili da interpretare in quanto vengono a mancare tutte le informazioni 
riguardo alla terza dimensione. È possibile recuperare la parte mancante 
presentando a ciascun occhio un’immagine dell’oggetto tridimensionale si- 
mile a quella che si genererebbe al suo interno se stesse guardando l’oggetto 
in quel momento. Una coppia stereo è quindi costituita da due immagini, 
una per occhio. I punti corrispondenti nelle coppie stereo sono in genere 

| separati da sei centimetri, che corrispondono alla distanza media tra gli oc- 
chi nell’uomo. Le rappresentazioni stereo vengono di solito preparate da un 
computer in quanto richiedono una buona precisione delle relazioni geome- 
triche tra i due membri della coppia stereo. 

Quando osserviamo una immagine stereo, bisogna superare il normale mo- 
do di vedere, in quanto ogni occhio deve vedere la corrispondente immagine 
indipendentemente. Sono ora disponibili in commercio visori che aiutano 
queste osservazioni. Con un poco di prove e di pratica è possibile imparare 
ad usare un occhio separatamente dall’altro. Ponete un dito a circa trenta 
centimetri dagli occhi mentre state osservando un oggetto più lontano. Ad 
un certo punto vi accorgerete che state vedendo due immagini del vostro 
dito. Se, anche dopo un certo tempo, continuate a vedere una sola immagine, 
provate a chiudere alternativamente gli occhi per stabilire quale dei due 
sta vedendo l’immagine che percepite. Forse coprendo e scoprendo questo 
occhio dominante, mentre è fisso vicino al dito, potrà aiutarvi a comprende- 
re il funzionamento indipendente degli occhi. 
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Lilli 


crrisamentisianeem trici 


l’importanza di queste forze nello stabilizzare la strut- 
tura nativa delle proteine. I ponti disolfuro sono spesso 
implicati nella stabilizzazione della struttura di pro- 
teine extracellulari. 

Molte proteine sono costituite da aggregati di subu- 
nità, senza legami covalenti, in cui queste ultime pos- 
sono essere identiche o meno. Le proteine oligomeri- 
che hanno una simmetria rotazionale. I protomeri in 
molte proteine fibrose presentano una simmetria eli- 
coidale. La struttura in subunità delle proteine può 
essere determinata con una varietà di tecniche, com- 
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Ripiegamento 
delle proteine, 
dinamica 

ed evoluzione 
strutturale 


[283] Nei capitoli precedenti abbiamo visto come 
le proteine vengono costruite dai loro costituenti. Sia- 
mo ora nella stessa posizione di quel meccanico che 
è in grado di smontare e rimontare un motore di 
un’automobile senza sapere come il motore funzio- 
na. Per comprendere come funziona una proteina, 
dobbiamo conoscere il tipo di movimenti interni a 
cui va incontro nell’espletamento delle sue funzioni 
biologiche e come la proteina raggiunge la sua con- 
formazione nativa. Messa nei termini del nostro mec- 
canico di automobili, dobbiamo comprendere quali 
operazioni fanno gli «ingranaggi» e le «leve» della pro- 
teina durante lo svolgimento della sua funzione bio- 
logica. Questo è un problema di enorme complessità 
di cui possiamo solo intravvedere la soluzione. Po- 
tremo vedere in seguito che, anche se è nota la strut- 
tura ai raggi X di molti enzimi, ben pochi meccani- 
smi enzimatici sono invece noti in dettaglio. Ciò è 
dovuto al fatto che le nostre conoscenze su come in- 
teragiscono tra loro i gruppi che compongono una 
proteina sono ancora molto incomplete. Per quanto 
riguarda le proteine, dobbiamo quindi superare di 
molto il nostro livello ancora iniziale di conoscenza. 


In questo terzo capitolo sulla struttura delle protei- 


ne, prenderemo in esame il comportamento tempo- 
rale delle proteine. Per prima cosa, vedremo come 
un polipeptide con una struttura casuale si ripiega 
nella sua conformazione nativa. Analizzeremo poi 
le proprietà dinamiche delle proteine native; cioè la 
natura ed il significato funzionale dei movimenti in- 
terni. Alla fine del capitolo estenderemo la discussio- 
ne iniziata nel paragrafo 6.3 sull’evoluzione delle pro- 
teine in termini di struttura tridimensionale. 


1. RIPIEGAMENTO DELLE PROTEINE: 
TEORIA ED ESPERIMENTI 


[284 ]Le prime nozioni sul ripiegamento delle pro- 
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Figura 8.1 Disegno di T.A. Bramley, in ROBsoN, B., Trends Biochem. 
Sci., 1, p. 50, 1976. Copyright © 1976 Elsevier Biomedical Press. 
Riprodotta con autorizzazione. 


teine postulavano l’esistenza di «stampi» che forza- 
vano la proteina ad assumere la sua conformazione 
nativa. Anche se fosse vera, questa spiegazione ri- 
proporrebbe l’interrogativo sul ripiegamento delle 
proteine, invece di risolverlo: infatti bisogna sempre 
spiegare come lo stampo raggiunga la sua conforma- 
zione specifica. Le proteine si ripiegano spontanea- 
mente nella loro conformazione nativa in condizioni 
fisiologiche. Ciò implica che sia la struttura primaria 
delle proteine a determinare la loro struttura tridi- 
mensionale. In generale, in condizioni fisiologiche, 
la struttura delle proteine si autodetermina e non 
ha bisogno di stampi esterni per guidare il processo 
di ripiegamento nella conformazione corretta. 


A. Rinaturazione delle proteine 


[285] Anche se fin dagli anni ’30 erano state ottenute 
prove del fatto che le proteine potevano essere dena- 
turate reversibilmente, fu soltanto nel 1957 che gli 
esperimenti di Christian Anfinsen sulla RNasi A con- 
sentirono di parlare di rinaturazione delle protei- 
ne in termini quantitativi. L’RNasi A, una proteina 
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di 124 residui a catena singola, assume una confor- 
mazione completamente casuale quando i suoi quat- 
tro ponti disolfuro vengono rotti in modo riduttivo 
in una soluzione contenente urea 8M e 2-mercap- 
to-etanolo (Fig. 8.2). Dializzando via, in seguito, l’u- 
rea ed esponendo la soluzione all’ossigeno dell’aria 
a pH 8,0 si riforma una proteina virtualmente com- 
pletamente attiva e fisicamente indistinguibile dalla 
RNasi A nativa. La proteina si è rinaturata sponta- 
neamente. Ogni riserva derivata dal fatto che tutto 
accadeva perché in realtà ’RNasi non era denatura- 
ta completamente dal trattamento in urea 8M, è sta- 
ta rimossa dai risultati della sintesi chimica che ha 
prodotto una RNasi enzimaticamente attiva (para- 
grafo 6.4B). 

Per la rinaturazione dell’RNasi è necessario che i 
suoi quattro ponti disolfuro si riformino. La probabi- 
lità che uno degli otto residui di Cys della RNasi ri- 
formi casualmente un ponte disolfuro con il residuo 
di Cys corretto (quello con cui interagisce nella for- 
ma nativa della proteina) corrisponde ad 1/7; la pro- 
babilità che uno dei rimanenti sei residui di Cys for- 
mi a sua volta un ponte disolfuro corretto diventa 
1/5 e così via. La probabilità complessiva che la RNasi 
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218 Capitolo 8 


Figura 8.5 La via ipotetica di ripiegamento di una 
proteina dimerica. Dall'alto verso il basso, le frec- 
ce corrispondono alle seguenti tappe: (1) la forma- 
zione rapidamente reversibile di strutture seconda- 
rie locali (nuclei di ripiegamento); (2) formazione 
di domini mediante l'aggregazione cooperativa dei 
nuclei di ripiegamento; (3) organizzazione dei do- 
mini in una «globulo fuso»; (4) aggiustamento con- 
formazionale del monomero; (5) associazione di 
due monomeri e (6) aggiustamento conformazio- 
nale finale della proteina dimerica per generare la 
struttura nativa. (Fonte: GoLbBERG, M.E., Trends 
Biochem. Sci., 10, p. 389, 1985.) 
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lutamente le catene laterali. Se una proteina può ac- 
quisire una nuova conformazione alla velocità che 
impiega un legame a riorientarsi, essa può cambiare 
1013 conformazioni per secondo, un’entità senza 
dubbio molto sovrastimata. Possiamo ora calcolare il 
tempo necessario ad una proteina per esaminare tut- 
te le conformazioni ad essa possibili: 


__10" 
ta 1013 


t [8.1] 


Per una proteina piuttosto piccola composta da 100 
residui (n= 100), t diventa uguale a 1047 secondi, che 
è immensamente di più dell’età apparente dell’Uni- 
verso (20 miliardi di anni=6X 10! secondi). 

Non è possibile pensare che una proteina, anche 
se molto piccola, possa impiegare un tempo così lun- 
go per esplorare le sue conformazioni possibili. An- 
zi, molte proteine si ripiegano nella loro conforma- 
zione nativa in un tempo inferiore al secondo. Esse 
quindi devono ripiegarsi mediante una qualche via 
ordinata e breve in cui l’approccio alla conformazio- 
ne nativa è accompagnato da un continuo aumento 
della stabilità della conformazione. Analoga a questa 
è la situazione della pallina che rotola giù da una 
collina in una valle: se la topografia della collina (la 
mappa dell’energia conformazionale) non presenta 
deformazioni particolari, la pallina (la catena polipep- 
tidica) potrà scegliere molte vie diverse (sequenze con- 
formazionali) per rotolare a valle (ripiegamento nel- 
lo stato nativo). Se invece la collina (la mappa dell’e- 
nergia conformazionale) presenta un solco ripido fi- 
no alla valle (lo stato nativo), la pallina (la catena poli- 
peptidica) seguirà una linea retta per raggiungere la 
valle. 

Il ripiegamento delle proteine sembra quindi esse- 
re un processo con numerose tappe (Fig. 8.5): 


1. Il ripiegamento di un polipeptide con struttura 
a gomitolo casuale inizia con la formazione di un 
piccolo frammento di struttura secondaria, come 
un’a-elica o un ripiegamento #8, che può agire da 
nucleo (impalcatura) per la stabilizzazione di al- 
tre regioni ordinate della proteina. Questi nuclei 
sono probabilmente sufficientemente piccoli (8-15 
residui) da saltare da una forma all’altra in milli- 
secondi. 

2. I nuclei con una struttura simile a quella nativa 
crescono probabilmente per diffusione, collisione 
casuale ed adesione ad uno o più nuclei. La stabi- 
lità di queste regioni ordinate aumenta con la di- 
mensione e quando hanno raggiunto un valore 
minimo, essi crescono spontaneamente in modo 


cooperativo fino a che non hanno formato il do- 
minio nativo. L’esistenza di questa gerarchia nel 
ripiegamento delle proteine in cui unità ripiegate 
condensano tra loro per formare unità ripiegate 
più grandi e così via, è corroborata dall’osserva- 
zione che i domini sono costituiti da sottodomini 
che, a loro volta, contengono sotto-sottodomini ec- 
cetera. Il normale limite massimo di circa 200 re- 
sidui contenuti in un dominio dipende probabil- 
mente proprio dalla necessità di ripiegarsi rapi- 
damente mediante una sequenza ordinata. 

3. Nelle proteine con molti domini, questi possono 
avvicinarsi tra loro per formare un «dominio fu- 
so» (poco organizzato ma simile alla subunità na- 
tiva) le cui catene laterali idrofobiche restano espo- 
ste al solvente. ì 

4. Mediante una serie di piccoli aggiustamenti con- 
formazionali, la catena polipeptidica raggiunge 
una struttura terziaria più compatta, la confor- 
mazione nativa di una proteina con una sola sub- 
unità. 

5. In una proteina multisubunità, il numero di sub- 
unità richiesto si unisce per generare una struttu- 
ra quaternaria simile a quella nativa. 

6. Infine, una serie ulteriore di piccoli aggiustamen- 
ti conformazionali genera la struttura nativa del- 
la proteina. 


Il BPTI si ripiega nella sua conformazione nativa 
seguendo una via ordinata 


[289 ] La più convincente evidenza sperimentale in 
favore dello schema di ripiegamento delle proteine 
riportato prima, deriva dal lavoro di Thomas Creigh- 
ton che studiò la rinaturazione dell’inibitore della 
tripsina del pancreas bovino (BPTI). Questa pro- 
teina monomerica di 58 residui ha tre ponti disolfu- 
ro (Fig. 8.6); essa si lega nel pancreas alla tripsina 
inattivandola e proteggendo quindi questo organo se- 
cretorio dall’autodigestione (paragrafo 14.3). Creigh- 
ton scoprì il meccanismo di ripiegamento del BPTI 
individuando prima l’ordine di formazione dei ponti 
disolfuro quando il BPTI ridotto e srotolato veniva 
riossidato e rinaturato. Ogni specie strutturale deter- 
minata da un ponte disolfuro rappresenta una sotto- 
conformazione che il BPTI può assumere; seguendo 
nel tempo la comparsa di queste specie diventa possi- 
bile dedurre approssimativamente la via seguita nel 
riacquistare la conformazione nativa. 

Gli studi iniziarono con la riduzione del BPTI, che 
assume in queste condizioni una conformazione com- 
pletamente non ripiegata e casuale. La formazione 
dei ponti disolfuro e la conseguente rinaturazione ve- 


nu pi opeduroo aJsua;uewi ad redwurid 3Z107 3] ou 
-ejuasauddei as atouE ‘aYPIGOIOIPI IUOTZEI9IUI IT dg 
t]}arS0} IP a aYOITS-0 TP (%0S TI POSTO) ETEA2]a 1809 au 
-orziodo1d eun cUoSUz]UOI aUTIOIA 3] FYNIII [167] 


g mIogFoy rp a aYoa alp 2uIsLIO 


‘opusuvSadi 19 VIA D]au asa4duoI addvi 
1p 21498 0] opuvafivads ‘oamu vInpnIIS ONS D] 3YI 
«un 0119P vuI939Id vun 1P vIporouununv vzuanbas 
D] YI s0s11998NS SUOIZEAIASSO EISanit) ‘“ANEU aUoIz 
-®UIIOJUO9 Eau EUra}oI1d e[ap RIIQRIS E] OUEIIFIPOWI 
uou ewi ‘ouemreSardii tp ossa00Id Jap tpauriazui NEeIs 
QJeZzI[iqe]sop [pu ajuawIs]juasedde ouoosIise eanzea 
-adw9} EJ[e IHIqrsuas IuorzermuI OTUESNEI Sto Ipio 
-COUIUITIE IP IQuIEo TSanit) ‘aJeImui UOU Epoo ETjop el 
-und efap aurszord ax[ap atfonb ep mqmsungsipu:r cu 
-os ‘auoIsni tp emiziodmie) 010] Eop asoqea pi osaId 


Cz961 ‘ZEZ “d ‘S6L “/019 JOW f “W ‘sMdIvy 3 “WD ‘NOSSOG 
“J1 /NO1HDISSID “(0 (SI1VIS 2/61 ‘987 “d ‘ELI ‘/019 PONTI 
‘NOLHDIZNI :97U0]) “HÈN pe 2] IP SUOIZEZZIUEBIOLI Ejjau Ipaua}ui 
and ouos ISS ‘He BUIO] E|jou a]juawue]jalip OUOLSAUOI !S IQUIEI) 
“U9 pa cInjjosip Sjuod 0|os UN UOD Ipauuui 1[Bep aJuawenalip ou 
“-BUJo} IS Iquenua ay> alesipui pe vis dif a Vj Ipauuzui 118 EN «+» 
ojoquis {] 010] 21 ougiinba ui ouos ‘8] a V| ‘o1nzjosip a}uod 0j0s 
un UO Ipauuz]ui anp | ‘0}uaweBaldi Ip Ipausajui UEA | 0UEI8S2] 


(8£4T‘TS-0£) 


{SS-S°TS0£) 


(8e-S‘T5-0£) 


(BE-4T‘SS-S'T9-0£) 


(oingjosip nuod 213) 
OAREN 


oingjosip nuod enp uoo Ipeuuzgu: È 


-tuo9 ‘eloridosd mo 2] emyna;s eun n Do 0£ e cues 
-atdii Is Q1ad nuemuI autsjo1d 2" ‘Do 6£ è cUemieu 
“11 1s ou eutajo1d ejsand tp guemu e}oLiea aumoty 
‘Do 08 78 eidos ouemieuap aYI MpisaI 9z Ip aYIUPI 
EMUNQNS Ep IEULIO] LISUILI) OUOS (LIANEG I OUESSENE 
ato snILA ouOs ISEJoLIaNEg 1) zzd OStJoLIaNEeq [op 
Epoo egpap a1und 37] ‘Suri uegleuof ep amuazpo a} 
-E]Js OUOS ajuawIeonauaS a]euttu.I9]ap cueIs 0}uauTes 
-atdLi Ip all 3] SUI 0g; ms Iperuawniods azuapug 
‘DAnDU 3UONZIULIOf 
-U0I VD] VIS 1900ff9 27usUuIV]071L1vd 07uswvSA dI 1p 
3A DIS 91091fivads vp opou u vInpona 2 18 3U1930I1d 
21199 VUDUIC DINIIMILIS VD] ‘QUOTATO PIAT “SUOISNPI 
-U09 Essa]s Ere ouejIod ‘omi[ostp Huod rap auoIzew 
-10} EITep asI9AIp ITezuawmniads apuos opuesn a}en}oz 
-Ja ‘odua) Jap suorzunj ur 0013}01d cjuewreSardri ms 
IUOIZEAI9SSO IT ‘DIVUIPLO SJURUDYO DUI DIIIMIP 21 
-USWUDIOSSIIIU UOU DIA DUN IFUVIPSUL DEUIAND VUII 
-04d vun 1p 07uauvSad. 71 3YI 1S9)0d1,] aTemunio] Ip 


-Ooquuis aY> 1USasIp Jap aseq ejje 1S9}USsed 21} NEDIPUI QUOS 01N}j0SIp 
RUOd Len I9U NjOAUIOD SAI) IP INpisa! 19p M@LUNU | “N UOD 3 Y UCI 2) 
“uaweAmMadsi 3]eDIpu: cuos eAgeu a enopli ajuawejafduwo9 eu;zjo1d 
Ejjap aUu0) 3] ‘(ejeonian asse ons je OUIO]U! aUoIZe]o: E|oDDId eun ip 
on34a Jad 9*g ‘814 ul ejjanb ep assonip OUOS eui2]01d èjjap 1uISELILUI 
aÌsanb SUI 2]E}OU) YWNLI]E ainsi ep a 0:njjosip Nuod ions lap 09 
-20[G Ip Muawisadsa ep enopap o02ipndadijod onajayos ons [ap QUoIZ 
-PULIO]UOI P| EISOLI SUI |1dY |PP SUOIZEIMEULI Ip CIA è] £°8 Candia 


xs %OL(TS-0£) 
8 
«ss "I sE 


(W77-S'T5-0E) 


pi 


Seed SH 


oinjosip auod 


s-8£901-20-82 O 


Tag apoinyina;s auorznjona pa vIUuDUIP “auizoId a]]jap 03uauviady 


[167] 


(ejenseo emnpinnis) 
ojos un UC9 Ipelsjui onpopu ajuaweza;cuoo 


osseuriad cuTEY o.myposip Huod nuaua]uoo auts:01d 
9.I}TE IP 3 LLdA [9P sUorzeMieULI efms IpnIs 115) [ 067 ] 


o}uawesardiI Ip sIA 2] 0ueuruLI3}Ap 
aut9}o1d 2][ap alreumid ampnags a7 


‘(N) 0ANEU * 
ILdf Il a 1eI9U8 Jod HEN OIpaurI9]uI {AU (QE-4T) 
o.myjostp ajuod oz) [ap epider o}]ow1 suorzew 
-10} EITEP A YOUE EJEUITIAFUOI 3 SUOISN[IUOCI EISONT) ‘E 
‘eAgeU eura]oId el[jap eLIiepuosss em] 
-1m.1]s Tp HuawI9]a IS HIn} eJuasard ossa suo 0N}gI II 
Jod eAnEU SuUcIZEUTIO;U0I eun EY HSN OIpaulIo) 
-UT] 9YI OUESIPUr YINN.ITE TPnIs TS ‘asoSuniSBeI 
Ep eso]]ooIzxIP c]soINIA 2 G9-G o.mzJosip a21uod TI 
QIEULIO] BP ELIESS2IIU AUOIZEUTIOJUOI E] ‘oJuaUIs] 
-U9piag ‘feuorzemIIO;UOI cpuewIErSUeLIeLI apueas 
Un IP cAnESIPul 2 0}}e} o]sanb a e}us] ajuawrea 
“He]aI 2 SUOISISAUOI EISANT) ‘(SS-5) 0Ya1I09 o.ImI 
-TOstp a}uod opuosas un auaguoo ayo Ein ‘orpaw 
-I9]UT 0.I}{e un Ul ISITLIDAU0I 0UoA9p SII 3 VII ‘01 
-Ny[ostp a]juod 0.1}]e un Ip QUOIZEULIO] E[ap ewILIA *g 
‘g9-G OMmI 
-Jostp aJuod [ap 3UOrzeuiio; e] a IMuasuoI Ep elez 
-ZITIQRIS SA} UO US] UAINIYMS A[EUTUII9]-N 2UOIS9I E] 
ey uou ‘STI Ip EAHEU BuULIO] ee aqruurs nId 2Juowa 
«eumoIs 3 Yo ‘Oll ozuenb ur aualne g1o aYI owoos 
-LIo$Sns YINN.ITe Ipnis ep Mnuapo nep I ‘eaneu 
QUOIZEUTIOJU09 E] a 1aSunISSEI 19]0d I19d 0319.1109 
uou omposip ejuod un uoo SH a VII IPpaurI9]uI 
I[{S9u OmIdAUO0I aJ9SSI SA9P 3UYI ‘SfeutuI3] 0HOp 
-o1d um a 03sanb afuautesoLIno ELI ‘(9£-47) OH aIIOO 
oInzposip aureSa] opuosas um suatuoo DII 0]uUEI 
-]0S 1pawrI9]uI 3.1} 19 TAMIEaI ajuawutenSn cuos LI 
«aq nsewLi oueIs aYo HS Iddn38 cipenb 1 os aYI 
«ue ‘aaneogIusIs enuenb ui ate uoosti cuossod Is 
‘ella 1109 auorzIisod e][au afeuisiIo omi[osip 2Juod 
Ti nuouszuoo qui ‘Or a SH ‘VII ‘a1} 0NUEezos ‘01 
-nypostp tuod anp oo Ipawia]ui Iqissod 67 1g ‘7 
*BATJEU 2UOrZEuLIOJUCI Eau 
Juassid aYorfo-0 anp alfop eunssau eJ0oUE 2U9 
-uoo uou EuUI ‘9 o]eSardii 0})9I[S0] pr ajuamresue? 
-uods euLI0; aU5 a]uenpini} SUOrZETIIONT0I EUN UDI 
E]ooa]jow: eun a f] aroads E[ aUI 0]E2IPpur cuueY 
WINN.ITE IPNIS ‘OIMI[osIp ajuod opuosas un aIeuLI0] 
Jod 1opupi;ms QuaseaI 1 u05 eHuenb suonq ul 
sosIstaI aivads elsanb o]uexos a (19 sA9-0£ S49) 
eAYEu eut9]:o1d Eau 10d a}uasard 3 aYo omi[osIip 
aureSa] un ey SI o]juexos ‘onp nsanb 1g (‘V7'£ 01 
-eISered fpouniozui LMTe Se opadsti eorureutpowi 
-19] E}IIQeIS ens ef[op sorpui un a ‘oriqnmba,e 
OIpaurIa]uI UM Ip ezuepuogge BAHE]aI ET) ‘angieo 
«ypufSis einuenb ui Huasasd ouos ‘omi[ostp ajuod 


£-8£501-20-88 © 


um e IpaurI9]ui Ifgissod ST rap ‘81 a YI ‘np o[os 
‘TINF]OSIP IP LIE]0Da]owI IquIeosIazuIi Ip opios epid 
-eI eun ajuerpaui ezeIiqmmba a is eurszord e] 242 
odop ‘Qiag ‘aTerziu: OINF[OSIp 2juod [ap suorzew 
-107 Etre a edmwalred tin} ouossod (Y) enopri ajuewi 
-e]ojduto9 ILdg IP euLIO] Erap SA IP MPIisaI 198 I I 


(208 ‘FI3) 211 1 ‘00m 0sswunU 
un anfas Danvu 2uo:zDuIofuoI v]]au 181089111 ]au 
TLd9 11 2U9 0}eIJsSOtUTp cuuEg nuawiadsa nsant 

*(IT:9 oxeISered) omyposip Huod rep suorzis 
-0d e] ateuoserp 1S910JO.I}}9]9,] TOO EIEUTUII9]}APp BAIU 
-aA a eyeIfo;ewio.o Jod neredas 10d ouEI8 HEZZKigeis 
TpaunI9]U1 1HSont) ‘suorzeaI èiÎe ISEIStend 0.0] a3Ip 
«adu ep opow ut (g1:9 oxeISETed) 0}e}S0EOpor uo9 LI 
‘aq nsewi HS-s40 rddna3 1 931501 OpusoEe] NE220[q 
OUPAIIIA OUEABUIIO] IS AI IPaurI9JuI 18 ‘eaeImzeu 
“LI eura]o1d e] aYI cUELI UEN ‘(AT'9 oferSesed) c3ep 
-ISSO 0O[O}9I]OTNp Tp ejumiSTE ] S}Uerpaui ejopui gAIU 


(SL6L ‘891 ‘d ‘56 ‘“/01g ‘JOW 
“FL ‘NOLHDIII) UI ‘PIAS] |PEUDIW Ip ouSasip un ep epeil) ‘0A 
DEU |1dg jp 0Inzjosip nuod | a 0DIipridadi]jod 0133]jaYos 07 9'g eIndij 


89° 


[06] 


g qndo) = 077 


[292][298] 


222 Capitolo 8 
© 88-08-10533-5 


VETERE PICENI Vi DA MARISA NI PORRE E La 


cleo non polare delle proteine, mancano della neces- 
saria specificità per determinare una particolare con- 
formazione dei polipeptidi. Il fatto che i segmenti 
polipeptidici nella conformazione ripiegata abbiano 
lo stesso numero di legami idrogeno dei segmenti 
ad a-elica o in struttura 8 suggerisce che le confor- 
mazioni accessibili per i polipeptidi non sono limita- 
te significativamente dalla necessità di formare lega- 
mi idrogeno. Sembra probabile invece che le eliche 
ed i foglietti si formino per effetto di restrizioni ste- 
riche nei polimeri compatti. Simulazioni di confor- 
mazioni con catene flessibili e semplici (come ad esem- 
pio un filo di perle) hanno stabilito che la proporzio- 
ne di catena nella conformazione ad elica o a fogliet- 
to ripiegato aumenta drammaticamente con la com- 
pattezza della catena (numero di contatti intracate- 
na); cioè i foglietti e le eliche sono entità particolar- 
mente compatte. Quindi, un sistema per compattare 
una catena è quello di formare eliche e foglietti. Nel- 
le proteine native questi elementi della struttura se- 
condaria sono finemente controllati da forze a breve 
raggio, come i legami idrogeno, coppie ioniche ed 
interazioni steriche, in modo da formare a-eliche e 
foglietti 8. È probabile che siano queste forze meno 
importanti, ma più specifiche, che scelgono la carat- 
teristica struttura nativa della proteina tra il numero 
relativamente piccolo di conformazioni compatte ge- 
nerate per contatti idrofobici. 


C. Predizione della struttura delle proteine 


[292] Poiché la struttura primaria di una proteina spe- 
cifica la sua organizzazione tridimensionale, dovrebbe 
essere possibile, almeno in linea di principio, predi- 
re la struttura nativa di una proteina, conoscendo 
soltanto la sua sequenza amminoacidica. Ciò potreb- 
be essere fatto con modelli teorici basati sui princìpi 
chimico-fisici oppure con metodi empirici in cui gli 
schemi di predizione vengono ricavati dall’analisi del- 
le strutture note di proteine. I metodi teorici, che 
di solito tendono a valutare la conformazione con un 
minimo di energia di una proteina, sono molto sofi- 
sticati da un punto di vista matematico e richiedono 
quindi nozioni molto approfondite. L'enorme diffi- 
coltà di eseguire con una sufficiente accuratezza que- 
sti calcoli ha limitato il loro utilizzo ed i loro succes- 
si. Non di meno, la comprensione di come una pro- 
teina si piega nella sua struttura nativa deve in ulti- 
ma analisi basarsi su uno di questi modelli teorici. 
I metodi empirici sono di solito molto più facili da 
applicare di quelli teorici e con una buona percen- 
tuale di successi. Chiaramente, una certa sequenza 
amminoacidica limita considerevolmente il numero 


delle conformazioni assumibili da una proteina in una 
maniera facilmente comprensibile; per esempio, un 
residuo di Pro non può assumere una conformazio- 
ne ad a-elica né può contribuire alla formazione di 
legami idrogeno con lo scheletro polipeptidico. Le in- 
terazioni steriche tra alcuni residui amminoacidici 
posti in sequenza aventi catene ramificate a livello 
dell’atomo Cg (per esempio Thr e Ile) tenderanno a 
destabilizzare le a-eliche. Vi sono inoltre molti effet- 
ti sottili che possono non apparire se non ad un’ana- 
lisi dettagliata delle strutture note di proteine. Ve- 
dremo in seguito due schemi per predire empirica- 
mente la struttura secondaria. 


Lo schema di Chou e Fasman 


[293]1l primo schema empirico di predizione della 
struttura di una proteina che prenderemo in analisi 
è quello sviluppato da Peter Chou e da Gerald Fa- 
sman, che può considerarsi il più attendibile di quel- 
li disponibili e anche quello più facile da applicare. 
Per il suo utilizzo dobbiamo tenere conto di queste 
due definizioni. La frequenza, fa, con cui un dato 
residuo appare in una a-elica in un gruppo di strut- 
ture proteiche viene definito come 

fa [8.2] 

n 

dove n, è il numero di residui amminoacidici di un 
dato tipo che sono presenti nelle a-eliche e n è il nu- 


mero totale di residui amminoacidici di quel tipo pre-. 


sente nell’intero gruppo di proteine considerate. La 
propensività di un particolare amminoacido a far par- 
te di un’a-elica viene definita come 


Sa 

Pa=7 TE, [8.3] 
dove <f.) è il valore medio di fa per tutti e venti 
gli amminoacidi. Quando P, assume un valore supe- 
riore all’unità, l’amminoacido in questione è presente 
con una frequenza superiore alla media nelle a-eliche. 
La propensività, di un residuo di far parte di un fo- 
glietto ripiegato 6 Pg, viene definita in modo analogo. 
La Tabella 8.1 contiene un elenco delle propensivi- 
tà a e f ottenute dall’analisi cristallografica ai raggi 
X di 29 strutture. In accordo con il valore della sua 
propensività, un residuo viene classificato come for- 
matore forte (H), formatore (h), formatore debole (1, 
formatore indifferente (i), rompitore (b) oppure rom- 
pitore forte (8) di quella struttura secondaria. Usan- 
do questi dati, Chou e Fasman formularono le seguen- 
ti regole empiriche per predire le strutture seconda- 

rie delle proteine: 
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1. Un gruppo di quattro residui capaci di formare 
un'elica (H, oppure ha, con Iy che conta per la 
re p. Classificazione p, Classificazione metà di ha) în un gruppo di sei residui contigui 
a per elica 8 per foglietto può dare inizio ad un'elica. Il segmento elicoidale 
—.=tore ea 6 =: si propaga in entrambe le direzioni a meno che 
Ala 1,42 H, 0,83 ; il valore P, per un tetrapeptide non cada sotto 
ATE 0,98 ù 0,93 ia l’unità. Un residuo di Pro può essere presente sol- 
; tanto all’estremità N-terminale dell’a-elica. 
Asn 0,67 ba 0,89 ig 2. U di tre fi aa 
. Un gru ietti - 
na 101 I, 0,54 Bs gruppo re formatori di foglietti B (Hg op 
2 pure hg) in un gruppo di cinque residui conti- 
Cys 0,70 ia 1,19 hg REN n 
ci So i i À gui dà origine ad un foglietto 68. Questa struttura 
n 7 a 7 B si propaga in entrambe le direzioni fino a che 
Glu 1,51 Ha 0,37 Bs il valore P, per un tetrapeptide non cade sotto 
Gly 0,57 Ba 0,75 bg l’unità. 
His 1,00 la 0,87 he 
Ile 1,08 ha 1,60 Hg 
Figura 8.8 Predizione delle a-eliche e delle strutture 8 con il metodo 
Leu 1,21 Ha 1,30 hg di Chou e Fasman e dei ripiegamenti inversi con il metodo di Rose 
Lys 1,16 ha 0,74 ba per i 24 residui N-terminali dell’adenilato chinasi. La propensività 
Met 1.45 H 1.05 h a formare o-eliche o strutture 8 e la loro classificazione sono riportate 
, a ' B nella Tabella 8.1. Le linee continue indicano tutte le sequenze esa- 
Phe 1,13 ha 1,38 hg peptidiche che possono iniziare un’o-elica (in alto) e tutte le sequen- 
Pro 0,57 B 0.55 B ze pentapeptidiche che possono iniziare una struttura 8 (in basso) 
7 za , B secondo quanto spiegato nel testo. La propensività media di ogni seg- 
Ser 0,77 ix 0,75 bg mento tetrapeptidico nelle regioni in struttura @ o f è riportata sopra 
Thr 0,83 P 1,19 b la corrispondente linea tratteggiata. Dodici dei quindici residui consi- 
’ @ , 8 derati presentano la struttura secondaria predetta (nel centro) e l'accu- 
Trp 1,08 ha 1,37 hg ratezza della predizione è, quindi in questo caso, dell’80%. | ripiega- 
Tyr 0,69 h 147 H menti inversi sono di solito presenti in regioni in cui l'indice idropati- 
Ù & ' B co (T abella 7.5) presenta un minimo e che non sono ovviamante re- 
Val 1,06 ha 1,70 Hg gioni elicoidali. Le regioni che rispettano questi criteri contengono 
x ripiegamenti inversi. (Fonte: Scuuiz, G.E. e ScHRIMER, R.H., (1979), 
Fonte: CHou, P.Y. e Fasman, G.D., Annu. Rev. Biochem., 47, p. 258, 1978. Principles of protein structure, pp. 121, Springer-Verlag.) 
Vv 
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Gai pH "I arrici cocci INI Doccia ice 
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[299 ][300] 


Figura 8.9 Rappresentazione artistica dei movimenti di «respirazione» 
della mioglobina che permettono alla proteina di lasciare «fuggire» 
l'ossigeno legato (le due sfere rosse). La linea tratteggiata indica la 
traiettoria che una molecola di ossigeno può tenere nella proteina 
che sta respirando prima di trovare l'uscita. Il legame dell'ossigeno 
alla mioglobina è probabilmente il processo inverso. (Copyright © 
Irving Geis.) 


1. Le fluttuazioni atomiche, come le vibrazioni di 
legami individuali, che hanno periodi di tempo 
che vanno da 1075 a 10-!! secondi e spostamenti 
nello spazio variabili da 0,01 a 1 À. 

2. I movimenti collettivi, in cui gruppi di atomi 
legati covalentemente, con dimensioni che varia- 
no da quella di una catena laterale di un ammi- 
noacido a quella di un intero dominio, si spostano 
come un’unica unità con un periodo di tempo che 
va da 107! a 1073 secondi e per distanze spa- 
ziali tra 0,01 e più di 5 À. Questi movimenti pos- 
sono essere più o meno frequenti a seconda del 
loro periodo. 

3. Le variazioni conformazionali indotte, in cui 
gruppi di atomi che possono variare per dimen- 
sioni da quelle di una catena laterale di un ammi- 
noacido a quelle di una intera subunità si sposta- 
no in risposta ad uno stimolo specifico come il 
legame di piccole molecole, per esempio il lega- 
me dell’ossigeno all’emoglobina (paragrafi 9.2A 
e 9.2C). Le variazioni di conformazione indotte 
avvengono in uno spazio di tempo da 107? a 10° 
secondi e determinano spostamenti atomici tra 0,5 
e più di 10 À. 


In questa parte discuteremo come questi tipi di mo- 
vimenti sono caratterizzabili e qual è il loro signifi- 
cato a livello funzionale. Tratteremo in prevalenza 
le fluttuazioni atomiche ed i movimenti collettivi; le 
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variazioni conformazionali indotte sono invece pre- 
se in esame nei capitoli successivi quando parleremo 
di specifiche proteine. 


Le proteine hanno strutture mobili 


[299 ] L’analisi cristallografica ai raggi X è una tecni- 
ca molto potente per lo studio dei movimenti nelle 
proteine; essa può rivelare non solo la posizione me- 
dia degli atomi in un cristallo, ma anche il loro spo- 
stamento quadratico medio da quelle posizioni. L’a- 
nalisi ai raggi X ha stabilito, per esempio, che la mio- 


«globina ha un nucleo rigido che circonda il gruppo 


eme e che le regioni alla periferia hanno un caratte- 
re molto più mobile. L’analisi cristallografica del li- 
sozima ha rivelato che la fessura del sito attivo del- 
l’enzima, che si stringe di circa 1 À quando si lega 
il substrato (paragrafo 14.2A), è una delle regioni più 
mobili della proteina. 

Le considerazioni teoriche di Martin Karplus sui 
movimenti interni alle proteine hanno suggerito che 
la struttura nativa di una proteina è costituita, in 
realtà, da un insieme di sottostati conformazionali 
che hanno essenzialmente la stessa stabilità. Questi 
sottostati, ognuno dei quali ha una organizzazione 
atomica leggermente diversa, si interconverte casual 
mente ad una velocità che aumenta con la tempera- 
tura. Le simulazioni al computer dei movimenti in- 
terni di una proteina (ad esempio, Fig. 8.10) suggeri- 
scono che l’interno di una proteina ha un tipico ca- 
rattere simile a un fluido per spostamenti strutturali 
fino a circa 2 À, cioè per escursioni grandi più o me- 
no come la distanza di un legame. 


La mobilità dei nuclei delle proteine viene 
rivelata dalle oscillazioni degli anelli aromatici 


[300 ] La velocità con cui un anello interno di un resi- 
duo di Phe o di Tyr oscilla di 180° intorno al suo 
legame Cg—C, è un indice della rigidità del nucleo 
della proteina. Queste catene laterali ingombranti 
asimmetriche possono spostarsi soltanto nell’interno 
molto compatto di una proteina quando i gruppi che 
le circondano si muovono transitoriamente di lato. 
La velocità di oscillazione di un particolare anello aro- 
matico viene meglio individuata da un’analisi del suo 
spettro NMR (i movimenti come le oscillazioni degli 
anelli aromatici non possono essere osservati con la 
cristallografia ai raggi X poiché questa tecnica rivela 
la struttura media di una proteina). Le misure all’NMR 
hanno stabilito che la velocità di oscillazione degli 
anelli aromatici varia da 105 per secondo alla quasi 
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Figura 8.10 ! movimenti interni della 
mioglobina simulati al computer. L’im- 
magine è la sovrapposizione di diver- 
se «istantanee» prese ad intervalli di 
5x 107! secondi. (a) | carboni @ e 
il gruppo eme. Lo scheletro è in blu, 
l’eme in giallo e l‘istidina prossimale 
è in arancione. (b) Un’aelica. Lo sche- 
letro è in blu, le catene laterali in ver- 
de e i legami idrogeno sono indicati 
da linee tratteggiate in arancione. No- 
tate che le eliche tendono a muoversi 
in modo coerente, mantenendo la lo- 
ro forma. (Per gentile concessione di 
Martin Karplus, Harvard University.) 


(a) 

immobilità (<1 per secondo) a seconda della protei- 
na e della localizzazione dell’anello aromatico nella 
proteina. 

Quattro degli otto anelli di residui Phe e Tyr del BPTI 
oscillano a 4 °C ad una velocità superiore a 5x 104 
per secondo, mentre gli altri quattro anelli oscillano 
a velocità che variano da 30 a <1 per secondo. Come 
ci si può aspettare, queste velocità di oscillazione au- 
mentano con la temperatura. 


I movimenti non frequenti possono essere 
individuati mediante scambio di idrogeno 


[301]Le variazioni conformazionali che avvengo- 
no in tempi superiori a qualche secondo possono es- 
sere caratterizzate chimicamente mediante studi di 
scambio di idrogeno. I protoni debolmente acidi, 
come quelli delle ammine e dei gruppi ossidrilici 
(X—-H), si scambiano con quelli dell’acqua, scambio 
2 può essere dimostrata dall’uso di acqua triziata 
HTO). 


X-H+HTO = X-T+4H,;0 


In condizioni fisiologiche la maggior parte delle mo- 
lecole organiche piccole, come gli amminoacidi e i 
dipeptidi, scambiano completamente questi protoni 
in tempi che vanno dal millisecondo ad alcuni se- 
condi. 

Le proteine hanno molti protoni scambiabili, ad 
esempio quelli dei gruppi amidici dello scheletro po- 
lipeptidico. Studi con trizio su proteine native hanno 


(b) 


Ossiemoglobina 


H* scambiabile/atomo di Fe eminico 


Tempo {h) 


Figura 8.11 Curva di scambio idrogeno-trizio per l’emoglobina che è 
stata preequilibrata con acqua triziata. L'asse delle ordinate esprime il 
numero di protoni scambiabili per atomo di ferro del gruppo eme. Lo 
scambio è stato iniziato sostituendo il solvente contenente acqua tri- 
ziata con un solvente con acqua non triziata, mediante una rapida 
gel-filtrazione (paragrafo 5.3C). Man mano che lo scambio procede, 
sono state effettuate altre gel-filtrazioni ed è stata valutata la quantità 
di trizio rimasta legata alla proteina. La freccia indica il punto in cui 
è stato aggiunto ossigeno alla deossiemoglobina (emoglobina senza 
ossigeno legato) durante lo scambio. La pendenza di questa curva ci 
dice che i circa 80 protoni scambiabili in ogni subunità dell’emoglo- 
bina hanno velocità diverse anche di alcuni ordini di grandezza e che 
il legame dell'ossigeno aumenta la velocità di scambio di circa dieci 
protoni (le variazioni strutturali che il legame dell'ossigeno produce 
sull'emoglobina sono discusse nel paragrafo 9.2). (Fonte: ENGLANDER, 
S.W. e MAULL, C., /. Biol. Chem., 247, p. 2339, 1972.) 
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delle cariche positive sulla periferia della fessura del- 
l’eme è conservata. La principale differenza struttu- 
rale tra questi citocromi tipo c deriva dalla localizza- 
zione di vari loop della catena polipeptidica sulla lo- 
ro superficie. 

Un allineamento corretto dei residui di citocromi 
tipo c analoghi (le linee sottili di Fig. 8.13) non può 
essere effettuato sulla base della loro sequenza pri- 
maria: queste proteine si sono divise così presto che 
solo la struttura tridimensionale diventa utile a que- 
sto scopo. Le strutture tridimensionali sono eviden- 
temente più idonee, rispetto alle strutture primarie 
a stabilire somiglianze tra queste proteine correlate 
solo alla lontana. Durante le variazioni evoluzionisti- 
che, sono stati conservati gli elementi strutturali e 
funzionali essenziali e non i loro residui amminoaci- 
dici. 


Tolleranza delle strutture proteiche 
alla sostituzione di amminoacidi 


[305] Le strutture delle proteine sono sorprendente- 
mente tolleranti alle sostituzioni di amminoacidi. 
Esperimenti di mutagenesi sul repressore \ (una pro- 
teina dimerica che lega il DNA, la cui struttura e 
funzione è discussa nel paragrafo 32.3D), accoppiati 
a misure funzionali, indicano che questa proteina è 
praticamente insensibile a modificazioni nei residui 
esterni. Al contrario, i residui presenti nel suo nu- 
cleo interno possono essere sostituiti soltanto da altri 
residui idrofobici con volumi ragionevolmente simi- 
li ed una buona complementarietà sterica. Questo fat- 
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to ci spiega perché l’evoluzione tende a conservare 
la struttura delle proteine, in particolare la struttura 
del nucleo interno, e non la loro sequenza amminoa- 
cidica. 


B. Duplicazione genica 


[ 306 ] La duplicazione genica può promuovere l’evolu- 
zione di nuove funzioni mediante una evoluzione strut- 
turale. In più della metà delle 50 proteine con molti 
domini la cui struttura è nota, due dei domini sono 
strutturalmente simili. Consideriamo per esempio i 
due domini dell'enzima del fegato rodanesi (Fig. 
8.15). Sembra molto improbabile che questi due do- 
mini complessi, ma conformazionalmente simili, si 
possano essere evoluti indipendentemente nelle due 
strutture che ora vediamo (un processo chiamato evo- 
luzione convergente). È molto più probabile che 
essi derivino dalla duplicazione del gene che specifi- 
cava un dominio ancestrale seguito da una fusione 
dei due geni per formarne uno unico capace di codi- 
ficare per un polipeptide che si ripiega nei due do- 
mini simili. Le differenze tra i due domini sono quin- 
di dovute ad una evoluzione divergente. 
Domini strutturalmente simili sono presenti in pro- 
teine i cui altri domini non presentano alcuna somi- 
glianza tra loro. Gli enzimi impegnati nelle reazioni 
redox (detti deidrogenasi) sono costituiti da. due do- 
mini: un dominio che lega il coenzima (Fig. 7.49), 
che è strutturalmente simile in tutte le deidrogenasi, 
e un dominio diverso che lega il substrato e che de- 
termina invece la specificità e il meccanismo d’azio- 


Dominio 1 


Figura 8.15 | due domini strutturalmente simili della rodanesi. (Tratta 
da un disegno fornito da Jane Richardson, Duke University.) 


Dominio 2 


ciccio, ii 
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ne di ogni enzima. In alcune deidrogenasi, come la 
gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (Fig. 7.46), il do- 
minio che lega il coenzima è localizzato nella regio- 
ne N-terminale della catena polipeptidica, mentre in 
altre la situazione è inversa. Ognuno di questi enzi- 
mi deve essere derivato dalla fusione di un gene che 
specificava per un dominio ancestrale che lega il coen- 
zima con un gene che invece specificava un proto- 
dominio che lega il substrato. Questo fatto deve esse- 
re accaduto molto presto nella nostra storia evoluti- 
va, forse già nella fase precellulare (paragrafo 1.4C), 
in quanto non vi sono significative somiglianze nella 
sequenza dei domini che legano il substrato. Eviden- 
temente un dominio è più un’unità evolutiva che 
un’unità strutturale. Combinando geneticamente in va- 
ri modi questi moduli strutturali, la natura può svi- 
luppare nuove funzioni molto più rapidamente di 
quanto non avverrebbe se l’evoluzione dovesse costrui- 
re nuove strutture mediante la mutazione puntiforme. 


Evoluzione del af8-barile 


[307 ] Sono state identificate 17 proteine con una strut- 


tura ai raggi X nota che contengono il af-barile, co- . 


me quello della trioso fosfato isomerasi (TIM; Figg. 
7.19b e 7.48c). Anche se l’omologia di sequenza tra 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


[308 ] In condizioni rinaturanti, molte proteine si ri- 
piegano nella loro struttura nativa in pochi secondi. 
Le proteine devono quindi ripiegarsi ordinatamente 
piuttosto che cercare casualmente quella giusta tra 
tutte le strutture possibili. Questo punto è stato con- 
fermato nel caso del BPTI in cui i ponti disolfuro nati- 
vi si riformano in una sequenza indiretta, ma speci- 
fica. La predizione della struttura secondaria delle 
proteine a partire soltanto dalla sequenza amminoa- 
cidica ha ottenuto ragionevoli successi usando metodi 
empirici. Le tecniche di predizione della struttura ter- 
ziaria sono ancora in una fase molto rudimentale. 
Le proteine sono molecole fluttuanti e flessibili i cui 
movimenti dei vari gruppi hanno periodi variabili da 
10-* a oltre 103 secondi. L’analisi ai raggi X, che 
ci dice la mobilità media di una proteina, indica che 
le proteine tendono ad essere più mobili alla periferia 
che non nel loro interno. Analisi teoriche sui movi- 


queste proteine è relativamente bassa, vi sono nu- 
merose evidenze strutturali che tendono a stabilire 
che queste proteine derivano da un progenitore co- 
mune. Tutte queste proteine sono enzimi, anche se 
soltanto la metà delle circa 400 proteine di cui è nota 
la struttura ai raggi X sono enzimi (e quindi soltanto 
il 10% di questi enzimi contiene il @B-barile). Inoltre, 
i siti attivi di questi enzimi che contengono il af- 
barile sono localizzati vicino al C-terminale del bari- 
le, anche se non vi sono ovvie necessità strutturali 
per questo tipo di organizzazione. Ma forse l’argo- 
mento più convincente sull’evoluzione divergente è 
dato dal fatto che è possibile costruire un albero fa- 
migliare con questi enzimi sulla base di semplici pro- 
prietà strutturali come la lunghezza delle eliche e 
dei foglietti che formano il barile, la localizzazione 
di eliche o foglietti extra e l’orientamento dell’asse 
longitudinale del barile. Questo albero famigliare che 
presenta quattro ramificazioni, che si dipartono dal 
probabile precursore della proteina contenente il ba- 
rile 8, è comprovato da una varietà di informazioni 
metaboliche e chimiche. Per esempio, i tre enzimi 
contenenti il x8-barile che utilizzano come cofattore 
il FMN (paragrafo 20.2C) sono tutti membri di un’u- 
nica ramificazione dell’albero, mentre i sette enzimi 
che richiedono un catione bivalente per la loro atti- 
vità fanno parte di un’altra ramificazione. 


menti delle proteine suggeriscono che la struttura na- 
tiva di una proteina è l’insieme di un grande numero 
di sottostati conformazionali strettamente correlati 
ed interconvertibili tra loro con una stabilità simile. 
Le velocità di oscillazione degli anelli aromatici, rive- 
late da misure all’NMR, indicano che i movimenti dei 
gruppi interni alle proteine variano con il tipo di pro- 
teina e con la posizione occupata. Studi di scambio 
di idrogeno hanno dimostrato che le proteine hanno 
una grande varietà di movimenti interni che avven- 
gono con una scarsa frequenza. Lo scambio di proto- 
ni interni con il solvente deriva probabilmente da de- 
stabilizzazioni locali della struttura della proteina. 
Le strutture ai raggi X dei citocromi c degli eucario- 
ti dimostrano che i residui interni e quelli che hanno 
specifici ruoli strutturali o funzionali tendono ad es- 
sere conservati durante l’evoluzione. I citocromi tipo 
c di una grande varietà di procarioti sono struttural- 
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Capitolo 8 


PROBLEMI 


1. 


*5. 


© 88-08-10538-5 


Quanto tempo impiegherebbe lo scheletro polipepti- 
dico di un nucleo di ripiegamento di sei residui ad 
esplorare tutte le sue conformazioni possibili? Ripe- 
tete il calcolo per nuclei di ripiegamento di 10, 15 
e 20 residui. Spiegate perché si pensa che i nuclei 
di ripiegamento non siano più grandi di 15 residui. 


Considerate una proteina con 10 residui di Cys. Do- 
po ossidazione all’aria, quale frazione della proteina 
denaturata e ridotta avrà riacquistato casualmente 
la disposizione nativa dei ponti disolfuro se: (a) la 
proteina nativa ha cinque ponti disolfuro e (b) la pro- 
teina nativa ha tre ponti disolfuro. 


Perché le strutture 8 vengono più facilmente ritrova- 
te nell’interno idrofobico delle proteine piuttosto che 
sulla loro superficie in contatto con il solvente acquoso? 


In condizioni fisiologiche, la polilisina assume una 
conformazione casuale. In quali condizioni potrà for- 
mare un’a-elica? 


Potete predire la struttura secondaria del peptide C 
della proinsulina (Fig. 8.4)? È possibile che abbia una 
struttura supersecondaria? 


6. 


10. 


*11. 


Come ingegnere capo di Madre Natura ed esperto 
costruttore di eliche, provate a ripetere il Problema 
7.9, tenendo presente il fatto che l’a-elica deve es- 
sere realmente un’elica. Usate la Tabella 8.1. 


Spiegate perché le strutture 8 non formano facil- 
mente nuclei di ripiegamento. 


I nuclei di ripiegamento sono probabilmente stabi- 
lizzati da interazioni idrofobiche. Perché i legami 
idrogeno non sono ugualmente efficaci? 


Indicate i probabili effetti dei seguenti cambi mu- 
tazionali sulla struttura di una proteina. Spiegate 
i motivi. (a) Sostituzione di una Leu con Phe, (b) 
sostituzione di una Lys con Glu, (c) sostituzione di 
una Val con Thr, (d) sostituzione di una Gly con 
Ala, (e) sostituzione di una Met con Pro. 


Spiegate perché gli anelli del Trp sono di solito com- 
pletamente immobili nelle proteine che hanno in- 
vece oscillazioni rapide degli anelli di Phe e Tyr. 


Discutete l’ipotesi che il dominio che lega il coenzi- 
ma delle deidrogenasi derivi da un’evoluzione con- 
vergente. 
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1. Funzioni dell'emoglobina 
A. L’eme 
B. Legame dell'ossigeno 
C. Trasporto dell'anidride carbonica ed effetto Bohr 
D. Effetto del BPG sul legame dell'ossigeno 


2. Struttura e meccanismo 
A. Struttura della mioglobina 
B. Struttura dell'emoglobina 
C. Cooperatività del legame dell'ossigeno 
D. Valutazione del meccanismo di Perutz 
E. Origine dell'effetto Bohr 
F. Basi strutturali del legame del BPG 


3. Emoglobine anormali 
A. Patologia molecolare dell'emoglobina 
B. Basi molecolari dell’anemia a cellule falciformi 


4. Regolazione allosterica 
A. L'equazione di Adair 
B. li modello simmetrico 
C. IT modello sequenziale 
D. Cooperatività dell'emoglobina 


Appendice: Derivazione delle equazioni del modello simmetrico 
A. Interazioni omotropiche - Equazione [9.22] 


B. Interazioni eterotropiche - Equazione [9.23] 


Emoglobina: 
funzione 

di una proteina 
in un microcosmo 


310 | L’esistenza dell’emoglobina, il pigmento ros- 
so del sangue, è evidente a qualsiasi bambino che 
si sbucci un ginocchio. Il suo colore brillante, la sua 
presenza praticamente in tutti gli organismi supe- 
riori e la sua facilità di isolamento l’hanno resa un 
oggetto di studio fin dall’antichità. In effetti, la sto- 
ria iniziale della chimica delle proteine è essenzial- 
mente la storia dell'emoglobina. La preparazione del- 
l’emoglobina cristallina è stata riportata per la pri- 
ma volta nel 1849 e, nel 1909, è stato pubblicato un 


. atlante di fotografie di cristalli di emoglobina da 109 


specie diverse. Soltanto nel 1926 fu ottenuto il primo 
cristallo di un enzima, l’ureasi di fagiolo. L’emoglo- 
bina è stata la prima proteina la cui massa molecola- 
re è stata determinata accuratamente, la prima pro- 
teina ad essere caratterizzata mediante ultracentri- 
fugazione, la prima proteina la cui funzione è stata 
identificata con esattezza (il trasporto dell’ossigeno) 
e, nell’anemia a cellule falciformi, la prima in cui 
è stata identificata la sostituzione in un singolo am- 
minoacido causato da una mutazione puntiforme (pa- 
ragrafo 6.3A). Le teorie formulate per spiegare la coo- 
peratività del legame dell’ossigeno all’emoglobina (pa- 
ragrafo 9.4) sono state usate con successo per caratte- 
rizzare la regolazione dell’attività enzimatica. Le pri- 
me strutture proteiche ad essere elucidate mediante 
la tecnica della diffrazione dei raggi X furono quelle 
della mioglobina e dell'emoglobina. Questo ruolo cen- 
trale nello sviluppo della chimica delle proteine, in- 
sieme alle proprietà di legame dell’ossigeno, simili 
a quelle di un enzima, consentono di considerare l’e- 
moglobina senza dubbio un «enzima onorario». 
L’emoglobina non è semplicemente un recipiente 
per l’ossigeno; è invece un sofisticato sistema di tra- 
sporto capace di rifornire della appropriata quantità 
di ossigeno i tessuti in una grande varietà di circo- 
stanze. In questo capitolo discuteremo le proprietà 
dell'emoglobina, la sua struttura ed il meccanismo 
d’azione, sia per comprendere come funziona que- 
sta molecola fisiologicamente essenziale, sia per illu- 
strare i concetti della struttura delle proteine che so- 
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238 Capitolo 9 


___IMbo,] __[0;] 
Tox= [Mb]1+[MbO;] K+[0;] 192] 


Poiché 1’0, è un gas, la sua concentrazione viene 
espressa convenientemente dalla sua pressione par- 
ziale, pO, (chiamata anche tensione di ossigeno). 
L’equazione [9.2] può quindi essere espressa come 


pO2 


=— 9.3 


Tor 


Definiamo ora il termine pso come il valore di pO. 
quando la saturazione Yo, è uguale a 0,50, cioè 
quando la metà dei siti di legame della mioglobina 
è occupata dall’ossigeno. L'equazione [9.3] indica an- 
che che K = pso e la nostra espressione della satu- 


razione frazionale diventa infine 


pOz 


= [9.4] 
Pso + pOs 


Tor 


L’emoglobina lega cooperativamente ossigeno 


[314 ] La curva di dissociazione dell’ossigeno dalla mio- 
globina ha un andamento che descrive una curva di 
tipo iperbolico (Fig. 9.3) espressa dall’equazione [9.4]; 
Il suo valore di pso è di 2,8 torr (1 torr = 1 mmHg 
a 0 °C = 0,133 kPa; 760 torr = 1 atm). La Mb modi- 
fica poco la quantità di ossigeno legato anche di fronte 
a grandi variazioni della pO-; per esempio, con una 
pO2 di 100 torr la Yo, è 0,97, mentre per una pO, 
di 20 torr la yo; si sposta solo a 0,88. Al contrario, 
la curva di dissociazione dell’ossigeno dall’emoglobi- 
na ha un andamento di tipo sigmoide (a forma 
di S) che l'equazione [9.4] non descrive e dice che 
la quantità di osssigeno legato si modifica significati- 
vamente anche con una piccola variazione della pOs; 
per esempio, a 100 torr di pO; la Yo, è di 0,95 e di- 
venta 0,30 quando la pO: scende a 20 torr nel san- 
gue intero. La curva sigmoide della dissociazione del- 
l'ossigeno dall’emoglobina ha un'importanza fisiolo- 
gica fondamentale; essa permette al sangue di tra- 
sportare più ossigeno ai tessuti di quanto non potreb- 
be se l’Hb avesse una curva di dissociazione dell’ossi- 
geno di tipo iperbolico, come quella della mioglobina. 
Una curva di dissociazione di tipo sigmoide è indica- 
tiva della presenza di interazioni cooperative tra 
i siti di legame per una piccola molecola presenti sul- 
la proteina; cioè il legame di una piccola molecola 
influenza il legame delle altre. In questo caso, il lega- 
me dell’ossigeno aumenta l’affinità dell’Hb per il le- 
game delle altre molecole di O. Il meccanismo strut- 


[314][315, 
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pO> (torr) 


Figura 9.3 La curva di dissociazione dell'ossigeno dalla mioglobina 
e dall’emoglobina. Sono indicati i valori normali di pO; nelle vene 
e nelle arterie umane a livello del mare. 


turale alla base della cooperatività dell’emoglobina 
sarà descritto nel paragrafo 9.2C. 


L’equazione di Hill descrive 
fenomenologicamente la curva di legame 
dell’ossigeno all’emoglobina 


[315]1 primi tentativi di analizzare la curva di disso- 
ciazione sigmoide dell'O, dall’emoglobina furono 
eseguiti da Archibald Hill nel 1910. Cercheremo di 
seguire la sua analisi in una forma generale, in quan- 
to essa è utile per caratterizzare il comportamento 
sia dell'emoglobina che degli enzimi oligomerici. 
Consideriamo una proteina E costituita da n subu- 
nità, ognuna delle quali è in grado di legare una mo- 
lecola di S, che, in analogia con i sostituenti dei com- 
plessi ionici metallici, è detta ligande. Assumiamo 
che il ligande si leghi con una cooperatività infinita, 


E+nS=="ES, 


cioè, la proteina ha tutti i siti (o nessun sito) di lega- 
me per il ligande occupati e quindi non possiamo 
osservare forme intermedie del tipo ES, o ES, e così 
via. La costante di dissociazione per questa reazione è 


[E](SÌ” 
[ES] 


K= [9.5] 
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e la sua saturazione frazionale viene espressa, come 
abiamo visto prima, da 


[ES] 
teen. ; 
°° n([E]+[ES,]) [9.6] 


Combinando le equazioni [9.5] e [9.6] otteniamo 


n[E][S1"/K 
Vs RIA _ 
n[El(1+[ST"/K] 


che dopo riarrangiamento algebrico e cancellazioni 
di termini diventa l'equazione di Hill: 


[S1” 


Ys = 
K+[S1" 


[9.7] 


che, in modo analogo all’equazione [9.4] descrive il 
grado di saturazione di una proteina multisubunità 
in funzione della concentrazione del ligande. 

Una cooperatività infinita per il legame del ligan- 
de, come abbiamo assunto nella derivazione dell’e- 
quazione di Hill, è fisicamente impossibile. Il termi- 
ne n può venire considerato come un parametro non 
integrale correlato al grado di cooperatività tra i siti 
di legame del ligande che stanno interagendo, piut- 
tosto che il numero di subunità della proteina. L’e- 
quazione di Hill diventa quindi una utile curva em- 
pirica corrispondente alla relazione tra il legame del 
ligande e non un indicatore di quel particolare mo- 
dello di legame. L’entità n, la costante di Hill, au- 
menta con il grado di cooperatività di una reazione 
e quindi rappresenta un sistema conveniente e sem- 
plice di caratterizzazione della reazione di legame del 
ligande. Se n = 1, l'equazione [9.7] descrive un’iper- 
bole come le equazioni [9.3] e [9.4] per la mioglobina 
e la reazione di legame del ligande viene detta non 
cooperativa. Una reazione con un valore di n>1 
viene detta con una cooperatività positiva: il lega- 
me del ligande aumenta l’affinità di E per il legame 
di altre molecole di ligande (la cooperatività diventa 
infinita quando il valore di n tende ad essere uguale 
al numero di siti di legame per il ligande presenti 
in E). Se invece n è minore di 1, la reazione viene 
detta con una cooperatività negativa: il legame del 
ligande riduce l’affinità di E per il legame di altre 
molecole di ligande. 


I parametri dell’equazione di Hill 
possono essere calcolati graficamente 


[316] La costante di Hill, n, e la costante di dissocia- 
zione, K, le due entità che meglio descrivono una 


curva di saturazione, possono essere determinate gra- 
ficamente riarrangiando l’equazione [9.7] nel modo 
seguente 


[SI” 
Ys __K+[Ish _IsT 
1-Ys [SI K 
1- 
K+[S]" 


e poi calcolando il logaritmo di entrambi i termini, 
otteniamo un’equazione che determina una retta: 


Ys 
1-9Ys 


log = nlog[S]- logK [9.8] 


Il grafico lineare di log [Ys(1- Tg] in funzione di 
log [S], il grafico di Hill, ha una pendenza pari ad 
n ed un°’intercetta sull’asse delle ascisse pari a (log 
K/n) (ricordate che l’equazione lineare y= mr + b de- 
scrive una retta con una pendenza m ed un’intercet- 
ta sull’asse x di — b/m). 

Per l’emoglobina, se sostituiamo pO, a [S], come 
abbiamo fatto con la mioglobina, l’equazione di Hill 
diventa: 


vee [9.9] 


Come nell’equazione [9.4], definiamo pso come il va- 
lore di pO a cui Ys corrisponde a 0,50. Quindi, so- 
stituendo questo valore nell’equazione [9.9], abbiamo 


0,50=—(Ps0"_ 
K+(pso)” 


così che 


K= ( Pso) n [9.10] 
Sostituendo questo risultato nell’equazione [9.9], ab- 
biamo 


{ pO3) di 


tlag= O 
92° (pso)"+(p0,)” 


[9.11] 


(Nota: l’equazione [9.4] rappresenta un caso speciale 
dell’eguazione [9.11], con n= 1). L'equazione [9.8] del 
grafico di Hill per l’emoglobina assume la seguente 
forma: 


=nlogp0:-nlogpso [9.12] 
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brio della CO:. Queste reazioni sono molto correlate 
e quindi causano piccole variazioni nel pH del sangue. 

L’effetto Bohr è un meccanismo attraverso il quale 
viene aumentata la quantità di ossigeno che può es- 
sere fornita ad un muscolo fortemente attivo. Questi 
muscoli generano un acido (paragrafo 16.3A) così ra- 
pidamente da abbassare il pH del sangue che li attra- 
versa da 7,4 a 7,2. A pH 7,2, l’Hb rilascia circa il 10% 
in più di ossigeno ad una pO; inferiore a 20 torr, 
di quanto faccia a pH 7,4 (Fig. 9.6). 


La CO; e il CIT modulano l’affinità 
dell’emoglobina per 1’O, 


[320] La CO, modula il legame dell’ossigeno diretta- 
mente e combinandosi reversibilmente con i gruppi 
ammino-terminali delle proteine del sangue forman- 
do carbammati: 


R-NH2+CO, == R-NH-C00°7+H* 


La conformazione della Hb deossigenata (deossiHb), 
come vedremo nel paragrafo 9.2B), è significativa- 
mente diversa da quella dell’Hb ossigenata (ossiHb). 
Di conseguenza, la deossiHb lega più CO; sotto for- 
ma di carbammato della ossiHb. La CO:, come il 
protone, è quindi un modulatore dell’affinità dell’Hb 
per l’ossigeno: Una concentrazione elevata di CO), 
situazione presente nei capillari, stimola l’emoglobi- 
na a rilasciare l'ossigeno che ha legato a sé. Notate 
la complessità di questo equilibrio Hb—0,—CO.—H+: 
i protoni rilasciati durante la formazione del carbam- 
mato vengono, in parte, assunti dall’emoglobina me- 
diante l’effetto Bohr ed aumentano la quantità di os- 
sigeno che si stacca dalla proteina. Anche se le diffe- 
renze nel legame della CO; tra gli stati deossi ed os- 
si dell’emoglobina rappresentano soltanto il 5% della 
quantità totale di CO, del sangue, l’emoglobina è 
ugualmente responsabile del trasporto di circa la metà 
della CO; presente in questo fluido. Soltanto il 10% 
| della CO; ritorna in circolo dopo ogni ciclo. 

Il C17 si lega più saldamente alla deossiHb (para- 
grafo 9.2E) e quindi l’affinità dell’emoglobina per l’os- 
sigeno varia con la [C1"]. L’HCO7 può attraversare 
liberamente la membrana degli eritrociti (paragrafo 
11.3C) e, una volta formato si equilibria con il pla- 
sma che circonda la cellula. Poiché è necessario ave- 
re una neutralità di cariche su entrambi i lati della 
membrana, il C17, che può anch'esso attraversare li- 
beramente la membrana eritrocitaria, rimpiazza il 
bicarbonato che esce dalla cellula (la membrana eri- 
trocitaria è impermeabile ai cationi). Di conseguenza 
la [CI7] eritrocitaria è maggiore nel sangue venoso 
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che nel sangue arterioso. CI” è pertanto un modu- 
latore dell’affinità dell’emoglobina per l’ossigeno. 


D. Effetto del BPG sul legame dell'ossigeno 


[321 ]L’emoglobina purificata (denudata) ha un’affi- 
nità per l’ossigeno più elevata dell'emoglobina pre- 
sente nel sangue intero (Fig. 9.7). Questa osservazio- 
ne portò Joseph Barcroft, nel 1921, ad ipotizzare la 
presenza nel sangue di un’altra sostanza che si com- 
plessava con l’emoglobina, riducendone l’affinità per 
l’O,. Nel 1967, Reinhold e Ruth Benesch dimostraro- 
no che questa sostanza è il p-2,3-bisfosfoglicerato 
(BPG) 
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(in precedenza detto anche 2,3-difosfoglicerato, 
DPG). Il BPG si lega saldamente alla deossiHb in un 
rapporto molare di 1:1 (K=1,5x10-5M), ma solo de- 
bolmente all’ossiHb. La presenza di BPG diminuisce 
quindi l’affinità dell’emoglobina per l’ossigeno, man- 
tenendola nella conformazione deossigenata; per 


LIL i ! 


-1 0 1 2 
log p0Os (torr) 


Figura 9.7 Confronto tra le curve di dissociazione dell'emoglobina 
«denudata» e del sangue intero in NaCl 0,01M a pH 7,0. (Fonte: Be- 
NESCH, R.E. e BENESCH, R., Adv. Protein Chem., 28, p. 217, 1974.) 


PO (torr) ; 


Figura 9.8 Gli effetti del BPG e della CO), separati e combinati, sul- 
la curva di dissociazione dell'ossigeno dall’emoglobina, confrontate 
con quella del sangue intero (in rosso). Le soluzioni di Hb conteneva- 
no KCI 0,1M ad un pH di 7,22, una pCO; di 40 torr e la concentra- 
zione di BPG era 1,32 volte quella dell’Hb. Il sangue ha una pO7 
di 40 torr ed il pH del plasma è 7,40 che corrisponde ad un pH 
di 7,22 all’interno degli eritrociti. (Fonte: KilMarTIN, ].V. e Rossi- 
BERNARDI, L., Physiol. Rev., 53, p. 884, 1973.) 
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esempio, la pso dell'emoglobina «denudata» aumen- 
ta da 12 a 22 torr se viene aggiunto BPG ad una con- 
centrazione di 4,6mm, la sua concentrazione norma- 
le negli eritrociti (simile a quella dell'emoglobina). 
Anche i polifosfati organici, come l’inositolo esafo- 
sfato (IHP) e l’adenosina trifosfato (ATP), hanno 
questo effetto sull’Hb. Negli uccelli, l’IHP sostituisce 
funzionalmente il BPG e l’ATP fa la stessa cosa nei 
pesci e in molti anfibi. L’ATP, presente negli eritro- 
citi dei mammiferi alla concentrazione di circa 2mm 
non si lega all’Hb in quanto è complessato con ioni 
Mg?*. i 

Il BPG ha un’indispensabile funzione fisiologica: nel 
sangue arterioso, dove la pO, è circa 100 torr, l’Hb 
è saturata per il 95% con l’O:, ma nel sangue veno- 
so, dove la pO; è circa 30 torr, essa è saturata dal- 
l’ossigeno per il 55% (Fig. 9.3). Di conseguenza, du- 
rante il passaggio nei capillari 1’Hb perde circa il 40% 
del suo ossigeno. In assenza di BPG, l’ossigeno rila- 
sciato in queste condizioni è molto poco, in quanto 
la curva di dissociazione dell’ossigeno dall’Hb «denu- 
data» è molto spostata verso sinistra (Fig. 9.8, a sini- 
stra). 

La CO; e il BPG modulano indipendentemente l’u- 
no dall’altro l’affinità dell'emoglobina per l’ossigeno. 
La Fig. 9.8 mostra che l’emoglobina ha la stessa cur- 
va di dissociazione nel sangue intero o quando viene 
mescolata con CO; e BPG alle concentrazioni presenti 
nell’eritrocita (anche il pH e la [C1-] devono essere 
uguali). Quindi, la presenza di queste quattro sostan- 
ze nel sangue intero — BPG, CO, H* e CI- — può 
spiegare le proprietà dell'emoglobina nel legame del- 
l’ossigeno. 


Un aumento dei livelli di BPG è parzialmente 
responsabile dell’adattamento all’altitudine 


[322 ] L'adattamento all’altitudine è un complesso pro- 
cesso fisiologico che implica un aumento della quan- 
tità di emoglobina per eritrocita e del numero totale 
di eritrociti. Per il suo completamento sono di solito 
necessarie diverse settimane. Come è noto a coloro 
che sono saliti ad elevate altitudini, restare anche un 
solo giorno in queste condizioni porta ad un notevo- 
le grado di adattamento. Questo effetto deriva da un 
rapido aumento della concentrazione di BPG eritro- 
citaria (Fig. 9.9); Il BPG, che non può attraversare 
la membrana degli eritrociti, viene sintetizzato al- 
l’interno di queste cellule; paragrafo 16.2H). La con- 
seguente diminuzione dell’affinità per l’ossigeno, co- 
me indica il valore aumentato della pso, incrementa 
la quantità di ossigeno che l’emoglobina può scarica- 
re nei capillari (Fig. 9.10). Simili aumenti nella con- 
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246 Capitolo 9 


Figura 9.11 La struttura della mioglobina di capodoglio. Le posizioni 
dei suoi 153 C,, sono numerate a partire dall’N-terminale e le otto 
eliche sono indicate con lettere da A ad H. L'ultima metà dell'angolo 
EF viene ora considerato come un giro di elica e viene detto elica 
F'. Il gruppo eme è in rosso. (Copyright © Irving Geis.) 
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a-eliche, ma con qualche distorsione da questa geo- 


metria, come una compattazione dei giri finali delle 
eliche A, C, E e G a formare un'elica 3,0. Nella con- 
venzione tipica di queste proteine usata per numera- 
re le eliche, i residui vengono indicati in base alla 
loro posizione in un’elica oppure in un segmento in- 
terelica. Per esempio, il residuo B5 è il quinto resi- 
duo dall’N-terminale dell’elica B ed il residuo FG3 
è il terzo residuo dall’N-terminale del segmento non 
ad elica (detto anche «angolo») che connette le eliche 
F e G. I segmenti non elicoidali alle estremità N- e 
C-terminali sono indicati rispettivamente con le sigle 
NA e HC. Viene usata anche la convenzione norma- 
le, cioè quella di numerare i residui uno dopo l’altro 
a partire da quello N-terminale e accade anche che 
spesso le due convenzioni vengano usate insieme. Per 
esempio, il residuo GluEF6(83) della Mb è il suo ot- 
tantatreesimo residuo dall’N-terminale e il sesto resi- 
duo dell’angolo EF. 

Il gruppo eme è immerso in una tasca idrofobica 
formata principalmente dalle eliche E ed F, ma com- 
prendente anche contatti con le eliche B, C, G ed H 
e con gli angoli CD e FG. Il quinto ligande del Fe(Il) 
dell’eme è il residuo di His F8, detta istidina prossi- 


Figura 9.12 Disegni stereoscopici del grup- 
po eme nella ossimioglobina. Nei disegni 
in alto, gli atomi sono rappresentati da sfe- 
re che rispettano il raggio di van der Waals. 
Nei disegni in basso, viene mostrato lo stesso 
complesso usando una rappresentazione a 
bastoncini, in cui le linee tratteggiate indi- 
cano i legami idrogeno tra l’His distale e 
l'O.. Le istruzioni per l'osservazione delle 
immagini stereo sono riportate nell’appen- 
dice al Capitolo 7. (Fonte: PHiLups, S.E., /. 
Mol. Biol., 142, p. 544, 1980.) 
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male. Nell’ossiMb, Il Fe(I1) è posizionato 0,22 À fuori 
dal piano dell’eme sul lato dell’istidina prossimale ed 
è coordinato con una molecola di O, formando l’an- 
golo mostrato nella Fig. 9.12. Il residuo di His E7, 
l’istidina distale forma un legame idrogeno con l’os- 
sigeno. Nella deossiMb, la sesta posizione di coordi- 
nazione del Fe(II) non è occupata in quanto l’His di- 
stale è troppo lontana dal Fe(II) per potersi coordina- 
re con questo atomo. Inoltre, il Fe(Il) si è spostato 
in un punto che è 0,55 À fuori dal piano dell’eme. 
Le altre modificazioni strutturali della Mb conseguenti 
al suo stato di ossigenazione sono costituite da piccoli 
movimenti di vari segmenti di catene e piccoli riag- 
giustamenti delle conformazioni delle catene latera- 
li. A grandi linee però, le strutture della deossiMb 
e della ossiMb sono praticamente sovrapponibili. 


Funzione dell’istidina distale 


[327] La sostituzione nella mioglobina dell’istidina di- 
stale (His E7, il residuo localizzato sul lato opposto 
dell’atomo di ferro dell’eme che forma un legame 
idrogeno con l’03; vedi Fig. 9.12) con qualsiasi altro 
residuo riduce l’affinità della proteina per l’ossigeno 
ed aumenta la sua velocità di autossidazione. Il ferro 
dell’eme è protetto dall’autossidazione dal legame del- 
l’ossigeno, come è dimostrato dall’osservazione che 
la velocità di ossidazione della mioglobina diminui- 
sce all'aumentare della pressione parziale di ossige- 
no. La spiegazione di questo fatto, che sembra un 
paradosso, è che l’ossidazione del ferro dell’eme, che 
avviene nello stato deossigenato, è catalizzata dai pro- 
toni che vengono ridotti dal ferro dell’eme e che, 
a loro volta, riducono l’ossigeno nel solvente a supe- 
rossido (07.). Sostituendo il residuo di His distale con 
Asp aumenta la velocità di ossidazione della mioglo- 
bina di circa 350 volte, l'aumento più pronunciato os- 
servato, mentre la Phe, la Met e l’Arg producono 
un’accelerazione della reazione di soltanto 50 volte, 
l'aumento più piccolo osservato. Evidentemente l’a- 
nello imidazolico dell’His distale, che ha un valore di 
pK di 5,5 a pH neutro con un atomo di N non proto- 
nato che guarda la tasca dell’eme, agisce da trappola 
per i protoni proteggendo il ferro dell’eme dai protoni 
che possono entrare nella tasca dell’eme della deossi- 
mioglobina. Riprendendo le parole di Perutz, possia- 
mo osservare che «l’evoluzione è un ottimo chimico». 


B. Struttura dell'emoglobina 


[328] Il tetramero dell’emoglobina è una molecola di 
forma quasi sferica con le dimensioni di 64x 55x50 A. 


I suoi due protomeri «8 sono correlati da un doppio 
asse di simmetria rotazionale (Figg. 7.56 e 9.13). La 
struttura terziaria delle due subunità a e B è conside- 
revolmente simile ed entrambe sono simili alla mio- 
globina (Fig. 9.11 e 9.13), anche se solo il 18% dei 
corrispondenti residui sono identici nelle tre catene 
polipeptidiche (Tabella 9.1) e non c’è l’elica D nella 
subunità a dell’emoglobina. Le subunità a e B nel 
tetramero sono correlate da una pseudo-rotazione dop- 
pia, in quanto le subunità sono disposte ai vertici di 
un tetraedro (simmetria pseudo D:; paragrafo 7.5B). 

Le catene polipeptidiche dell’emoglobina sono or- 
ganizzate in modo da avere notevoli interazioni tra 
le subunità di.tipo diverso. L’interfaccia &-B; (e 
l'interfaccia simmetricamente equivalente 2-82) 
comprende 35 residui, mentre l’interfaccia a:-82 (e 
l'equivalente &2-8:;) coinvolge 19 residui. Queste in- 
terazioni sono principalmente di carattere idrofobi- 
co, ma sono presenti anche numerosi legami idro- 
geno ed alcune coppie ioniche. I contatti tra subu- 
nità dello stesso tipo, aa; e 8282, sono invece po- 
chi e con un carattere prevalentemente polare. Ciò 
è dovuto al fatto che le subunità dello stesso tipo 
si guardano l’un l’altra attraverso un canale pieno 
di solvente del diametro di circa 20 À che segue 
esattamente il doppio asse di simmetria della mole- 
cola (Fig. 9.13). 


L’ossiemoglobina e la deossiemoglobina 
hanno strutture secondarie diverse 


[329 ] L’ossigenazione determina una grande modifi- 
cazione della struttura quaternaria e per questo mo- 
tivo i cristalli di deossiHb e di ossiHb sono diversi. 
I cristalli di deossiHb si frantumano dopo esposizio- 
ne all’ossigeno. La struttura cristallina delle forme 
deossi- ed ossi- dell'emoglobina sono state determi- 
nate separatamente. Le modificazioni della struttura 
quaternaria conservano la doppia simmetria esatta 
dell’emoglobina ed avvengono esclusivamente alle in- 
terfacce 2,8, ed af. I contatti 16; (e ovviamente 
033) rimangono immodificati, probabilmente per il 
fatto che sono determinati da associazioni più ravvi- 
cinate. Questi contatti rappresentano un convenien- 
te schema di riferimento da usare per confrontare 
le conformazioni dell'emoglobina nella forma deossi- 
oppure ossi-. Vista in questo modo, l’ossigenazione 
fa ruotare il dimero af; di circa 15° rispetto al di- 
mero 26 (Fig. 9.14) e alcuni atomi all’interfaccia 
a: si spostano anche di 6 À relativamente agli al- 
tri (confrontate la Fig. 9.13a e Db). 

La conformazione quaternaria della deossiHb vie- 
ne detta stato T. Quella della ossiHb, che è essenzial- 
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È. 
= HIS 


8 (87) 
Vai 


“ 


Phe CD4 
(46) 


Figura 9.16 Il meccanismo che innesca la transizione T — R nel- 
l’emoglobina. Nello stato T (in b/u) il Fe è 0,6 À fuori dell'anello 
porfirinico, che ha una forma a cupola. Dopo aver assunto lo stato 
R (in rosso), il Fe si sposta nel piano della porfirina, che ha perduto 
la forma a cupola, dove lega facilmente l'ossigeno e sposta con sé 
l’His prossimale e l'elica F a cui è legata. Il legame Fe—O), viene 
quindi rinforzato dalla scomparsa delle interferenze steriche tra eme 
e 03. 


Punto di 
contatto 
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Figura 9.15 Il gruppo eme e 
l’ambiente che lo circonda in 
una catena a non impegnata 
nel legame con l'ossigeno. So- 
no state riportate le catene la- 
terali significative e per chia- 
rezza sono stati omessi i grup- 
pi propionici dell’eme. L‘eli- 
ca F è sul lato sinistro del di- 
segno. La linea tratteggiata in- 
dica il contatto tra l’His pros- 
simale e il gruppo eme che 
inibisce l’ossigenazione dello 
stato t della subunità. (Fonte: 
GELIN, B.R., LEE, AW.N. e 
KarpLus, M., /. Mol. Biol., 
171, p. 542, 1983.) 


simale a causa della forma a cupola dello scheletro 
dell’eme e dei legami Fe—Nporfrina Che sono troppo 
lunghi per consentire al Fe di giacere nel piano del- 
l’eme (Figg. 9.15 e 9.16). 

La variazione nello stato elettronico dell’eme in se- 
guito al legame dell’O2, determina un abbassamento 
della cupola dell’eme ed una contrazione di circa 0,1 À 
dei legami Fe—Nporfirina. Passando dallo stato t allo sta- 
to r, il Fe si sposta nel centro del piano dell’eme (Fig. 
9.16), dove l’ossigeno può coordinarsi senza l’interfe- 
renza sterica della porfirina. Il movimento del Fe tra- 
scina con sé l’His prossimale che, a sua volta, inclina 
l'elica F traslandola di circa 1 À più vicino al piano 
dell’eme (Fig. 9.16). Questo spostamento laterale av- 
viene in quanto nello stato t l'anello imidazolico del- 
l’His prossimale è orientato in modo che un avan- 
zamento di 0,6 À verso il piano dell’eme lo portereb- 
be a collidere con l’eme stesso (Figg. 9.15 e 9.16). 

L’elica F, però, cambia l’orientamento dell’anello 
imidazolico consentendo al Fe(Il) di entrare nel pia- 
no dell’eme. Nelle subunità 8, ma non in quelle a, 
la Val E11 occlude parzialmente la tasca di legame 
dell’ossigeno e deve quindi essere spostata di lato pri- 
ma che avvenga il legame con l’ossigeno. 


POI 1008 pa 
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Asp G1 (99) 


Stato T (deossi) 


Figura 9.17 Rappresentazioni della superficie del dimero @18: dell’Hb 
nello stato T (a) e nello stato R (b), sezionato in modo da mostrare 
i punti di contatto @3C — 82FG. Ogni disegno è accompagnato dalla 
corrispondente rappresentazione schematica della stessa regione. Do- 
po una transizone T ——> R, questo punto di contatto passa da una 
posizione all'altra senza la formazione di intermedi stabili. Nei due 
stati quaternari, le subunità sono legate da un gruppo diverso di lega- 
mi idrogeno. Le Figg. 9.13, 9.14 e 9.19 mostrano altre immagini di 
queste interazioni. (Per gentile concessione di Michael Pique, Research 
Institute of Scripps Clinic.) 


I contatti a;-8: e «2-8, hanno 
due posizioni stabili 


[332] Come abbiamo visto sopra, la differenza tra le 
conformazioni T ed R dell'emoglobina sono localiz- 
zate sostanzialmente all’interfaccia @:-83 (e all’inter- 
faccia simmetricamente correlata a-f;), costituita 
dall’elica C e dall’angolo FG della subunità a; in con- 
tatto rispettivamente con l’angolo FG e con l’elica C 
della subunità 83. Il cambio di struttura quaternaria 
si riflette in uno spostamento di 6 À dell’interfaccia 
&C-682FG (Fig. 9.14). Nello stato T, l’His FG4(97)8 è 
in contatto con la Thr C6(41)a (Figg. 9.130 e 9.17, 
a sinistra), mentre nello stato R è in contatto con 
la Thr C3(38)a, che si trova un giro dell’elica 


Ossigenazione 
e —_ —__ 
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Asn G4 (102) 
Asp G1 (94) 


Stato R (ossi) 


C indietro rispetto all’altro residuo di His (Fig. 9.135 
e Fig. 9.17, a destra). In entrambe le conformazioni, 
le «protuberanze» di una subunità si adattano esatta- 
mente agli «incavi» presenti nell’altra subunità (Fig. 
9.17). Una posizione intermedia presenterebbe nu- 
merose costrizioni ed infatti 1’His FG4(97)8 verrebbe 
a trovarsi in contatto con la Thr C6(41)a (cioè protu- 
beranza con protuberanza). Questi contatti, che sono 
congiunti nei due stati da diversi gruppi di legami 
idrogeno, ma tra loro equivalenti, agiscono come uno 
scambio binario che consente alle subunità di assu- 
mere, l’una relativamente all’altra, solo due posizio- 
ni. Al contrario, il cambio di struttura quaternaria 
determina uno spostamento di solo 1 À nel contatto 
&FG-82C e quindi le catene laterali mantengono lo 
stesso tipo di associazione, indipendentemente dallo 
stato. Queste catene laterali agiscono come congiun- 
zioni flessibili o cerniere intorno a cui fanno perno 
le subunità 0 e 8, durante il cambio di struttura 
quaternaria. 
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[336][337] 


(a) 
Stato R 


Stato T 
Energia 
libera, G 


pOz 


Figura 9.20 (a) La variazione di energia libera degli stati Ted R dell'e- 
moglobina, in funzione della saturazione frazionale. In assenza di 
O;, lo stato T è più stabile, mentre lo stato R diventa più stabile 
una volta saturato con ossigeno. L'energia libera di entrambi gli stati 
viene ridotta dall’ossigenazione, come conseguenza del legame del- 
l'ossigeno. Il legame Fe(ll)—O; è più esoergonico nello stato R che 


di diminuzione è minore per lo stato T a causa dello 
stiramento che la formazione di questo legame im- 
pone alle subunità nello stato t. La transizione R= T 
è un processo in equilibrio e quindi le molecole di 
emoglobina con livelli di saturazione frazionale in- 
termedi (con 1, 2 o 3 molecole di O; legate) inter- 
convertono continuamente tra i due stati. 

Possiamo considerare la curva di legame dell’ossi- 
geno all’Hb come una curva composita, comprendente 
quella dello stato R e quella dello stato T (Fig. 9.20D). 
Per gli stati discreti, come T o R, queste curve sono 
iperboliche in quanto il legame di un ligande ad un 
protomero è indipendente dallo stato degli altri pro- 
tomeri, in assenza di un cambio della struttura qua- 
ternaria. Quando la pO; è bassa, l’Hb segue la curva 
dello stato T a bassa affinità e, nel caso contrario con 
alta pO:, segue invece la curva dello stato R ad alta 
affinità. Quando i valori di pO, sono intermedi tra 
questi estremi, l’affinità dell'emoglobina per l’ossi- 
geno varia a seconda che la proteina assuma lo stato 
T o lo stato R. Questa continua fluttuazione determi- 
na un andamento sigmoide della curva di legame del- 

* lossigeno all’emoglobina. 


D. Valutazione del meccanismo di Perutz 
[336 ]Il meccanismo di Perutz è una descrizione del 


comportamento dinamico dell’Hb, basato in gran par- 
te sulle strutture statiche degli stati discreti T ed R. 


(5) 


Yo, 0,5 
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1,0 


Stato R 


pO2 


nello stato T e quindi la stabilità relativa di questi due stati si inverte 
dopo l’ossigenazione. (b) La curva sigmoide del legame dell'O) all’Hb 
(in viola) è composta dalla curva di legame iperbolica dello stato R - 
(in rosso) e dalla curva di legame dello stato T, sempre iperbolica 
(in blu): essa si avvicina a quella dello stato T a bassa pO; e diventa 
più simile a quella dello stato R ad alta pO.. 


Senza una dimostrazione diretta che l’Hb segue real- 
mente la via postulata durante il cambio di confor- 
mazione, il meccanismo di Perutz deve essere consi- 
derato almeno in parte congetturale. Sfortunatamen- 
te, i metodi fisici che possono seguire le modificazio- 
ni dinamiche delle proteine non sono in grado, oggi, 
di fornire una descrizione dettagliata di questi feno- 
meni. Certi aspetti del meccanismo di Perutz sono 
però suffragati da misure statistiche (paragrafo 9.3). 


I ponti salini C-terminali sono necessari 
per la stabilità dello stato T 


[337 ] Le funzioni proposte per i ponti salini nella re- 
gione C-terminale, cioè l’effetto stabilizzante sullo sta- 
to T dell’Hb, sono state confermate da esperimenti 
di modificazione chimica dell’Hb umana. La rimo- 
zione del residuo C-terminale Arg i4ia (trattando 
la catena a isolata con carbossipeptidasi e ricostruen- 
do il tetramero) riduce drasticamente la cooperativi- 
tà del legame dell’ossigeno (la costante di Hill diven- 
ta 1,7; il valore normale è 2,8). La cooperatività viene 
abolita completamente se viene rimosso anche l’al- 
tro residuo terminale, l’His 1468 (la costante di Hill 
diventa uguale a 1). Apparentemente, in assenza dei 
ponti salini dei suoi residui C-terminali, lo stato T 
dell’Hb diventa instabile. La deossiHb umana privata 
dei suoi residui C-terminali cristallizza in una forma 
molto simile a quella della ossiHb umana normale. 


dio i ae 


[338] [339] 
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La tensione del legame Fe—0, 
è stata dimostrata spettroscopicamente 


[338 ] Se il movimento del Fe nel piano dell’eme, in 
seguito all’ossigenazione, è accoppiato meccanicamen- 
te mediante l’His prossimale alla transizione T-—> R, 
forzando l’Hb nella conformazione T dobbiamo eser- 
citare una tensione sul Fe attraverso l’His prossimale 
che tende a buttare il Fe fuori dal piano dell’eme. 
Perutz dimostrò l’esistenza di questa tensione nel mo- 
do seguente. I sei gruppi fosforici dell’IHP rendono 
questa molecola più affine all’Hb del BPG (le basi strut- 
turali del legame del BPG all’Hb sono discusse nel 
paragrafo 9.2F); la presenza di IHP tende quindi a 
forzare l’Hb ad assumere la conformazione T. L’ossi- 
do di azoto (NO), invece, si lega all’Hb molto più for- 
temente dell’ossigeno e quindi tende a forzare l’Hb 
nello stato R. L’analisi spettroscopica ha potuto mo- 
strare le conseguenze del legame simultaneo all’Hb 
di NO e di IHP: 


1. L’NO, come ci si aspettava, spinge il Fe nel piano 


dell’eme. 

2. L’IHP forza la molecola dell’Hb nello stato T, che, 
mediante «gli ingranaggi e leve» che accoppiano 
le modificazioni conformazionali ai punti 3 e 4 
(vedi paragrafo precedente), spinge l’His prossi- 
male nella direzione opposta. 


Il legame tra l’His prossimale ed il Fe non riesce a 
resistere a queste due «irresistibili» forze contrarie 
e si rompe. Le osservazioni spettroscopiche di questo 
fenomeno confermano l’esistenza di una tensione 
eme-proteina, predetta dal meccanismo di Perutz. 


E. Origine dell'effetto Bohr 


[339 ] L’effetto Bohr, il rilascio di H* in seguito al le- 
game di O, viene osservato anche quando l’Hb le- 
ga altri ligandi. Questo effetto deriva da variazioni 
di pK di alcuni gruppi, determinate da modificazioni 
del loro ambiente locale, che accompagnano la tran- 
sizione T — R dell’emoglobina. I gruppi coinvolti 
sono stati identificati da studi chimici e strutturali 
ed è stato valutato anche il loro contributo all’effetto 
Bohr. 

La reazione della subunità « dell’Hb con cianato 
porta alla carbammilazione specifica del suo grup- 
po amminico terminale (Fig. 9.21); quando questa su- 
bunità a carbammilata viene mescolata con subunità 
8, l’emoglobina che si ricostruisce manca del 20-30% 
del normale effetto Bohr. Si può capire la ragione 
di questa diminuzione confrontando la struttura del- 


la deossiHb con quella della deossiHb carbammilata. 
Nella deossiHb, uno ione CI” si lega tra il gruppo 
amminico terminale della Val 10, ed il gruppo gua- 
nidinico dell’Arg 1410; (il residuo C-terminale; Fig. 
9.180). Questo ione Cl- è assente nella deossiHb car- 
bammilata ed è anche assente nello stato R normale, 
in quanto i residui C-terminali non sono tenuti bloc- 
cati in una posizione da ponti salini (l’origine del 
legame preferenziale dello ione C1- da parte del- 
la deossiHb; paragrafo 9.1C). I gruppi amminici 
N-terminale delle catene polipeptidiche hanno di so- 
lito un valore di pK intorno a 8,0. Nella subunità « 
della deossiHb, il gruppo amminico N-terminale è in- 
fluenzato elettrostaticamente dalla vicinanza dello io- 
ne CIT e la sua carica positiva tende ad aumentare 
legando più saldamente il protone (cioè aumenta il 
suo valore di pK). Poiché al pH del sangue (pH = 
7,4), i gruppi amminici sono solo parzialmente cari- 
chi, questo spostamento del valore di pK determina 
un incremento della capacità di legare protoni dello 
stato T rispetto allo stato R. 

Anche le catene 8 dell’Hb contribuiscono all’effet- 
to Bohr. La rimozione del suo residuo C-terminale, 
’His 1468, riduce l’effetto Bohr del 40%. Nella deos- 
siHb normale, l’anello imidazolico dell’His 1466 si as- 
socia con il gruppo carbossilico deprotonato del resi- 
duo di Asp 948 nella stessa subunità (Figg. 9.185 e 
9.19) formando un ponte salino che è invece assente 
nello stato R. Misure di NMR protonica hanno dimo- 
strato che la formazione di questo ponte salino au- 
menta il valore di pK del gruppo imidazolico da 7,1 
a 8,0. Questo effetto conferma la partecipazione del- 
l’His 1468 all’effetto Bohr. 

Circa il 30-40% dell’effetto Bohr resta non spiegabi- 
le. Probabilmente deriva da piccoli contributi di molti 
residui il cui ambiente risulta alterato dopo la transi- 
zione R — T dell’emoglobina. Molte evidenze di- 
verse suggeriscono che l’His 1220, l’His 1438 e la Lys 
828 possono avere questa funzione. 


(0) Ht lo) 
IO Il 
R_NH, + C=N R_NH—-CT—NH, 
Gruppo Cianato Gruppo amminico 
amminico terminale 
terminale carbammilato 


Figura 9.21 La reazione del cianato con la forma non protonata (nu- 
cleofilica) dei gruppi amminici primari. A pH fisiologico, i gruppi 
amminici N-terminali, che hanno un pK di circa 8, reagiscono facil- 
mente con il cianato. Il gruppo amminico £ della Lys (pK di circa 
10,8) è in queste condizioni completamente protonato e non può 
reagire con il cianato. 
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(a) 


dé —— HDA 
Hb Boston 


Eme 


Elica E 


Subunità a 


Figura 9.23 Mutazioni che stabilizzano lo stato di ossidazione Fellll) 
dell’eme: (a) alterazioni nella tasca dell’eme della subunità a per sosti- 
tuzione della His E7(58)a con una Tyr nell’Hb Boston. Lo ione fenola- 
to della proteina mutante diventa il quinto legame di coordinazione 
dell'atomo di Fe, spiazzando l’His prossimale [F8(87)a]. (PERUTZ, M.F., 
Putsinetti, P.D. e NaGEL, R.L., Proc. Natl. Acad. Sci., 70, p. 3872, 
1973.) (b) La struttura della tasca dell'eme della subunità 8 nell’Hb 
Milwaukee [Val E11(67)8 — Glu]. Il gruppo carbossilico del resi- 
duo di Glu forma una coppia ionica con l'atomo di ferro del gruppo 
eme e stabilizza lo stato di ossidazione Fellll). (Fonte: PerUTZ, M.F., 
Putsinetti, P.D. e RAnNEY, H.M., Nature, 237, p. 260, 1972.) 


re massimo di costante di Hill pari a due (le catene 
non modificate restano funzionali). Sorprendentemente 
l’eterozigote per l’HbM, che ha in media una catena 
8 per molecola di Hb funzionale, non presenta appa- 
renti problemi fisici. Evidentemente, la quantità di 
O; rilasciata ai tessuti nei capillari è vicino alla nor- 
malità. Le forme omozigoti di HbM sono sconosciute: 
questa condizione non è quindi compatibile con la vita. 


4. Sostituzioni all’interfaccia @1-82 


[346] Le sostituzioni a livello dei contatti a-B inter- 
feriscono molto spesso con le modificazioni della strut- 
tura quaternaria dell’emoglobina. Molte di queste 
emoglobine mutate hanno un’affinità per l’ossigeno 
aumentata e quindi ne rilasciano nei tessuti quantità 
inferiori alla norma. Gli individui portatori di queste 
emoglobine tendono a compensare i difetti che deri- 
vano dalle anomalie dell’Hb aumentando la concen- 
trazione di eritrociti nel sangue. Questa condizione, 
detta policitemia, genera nei pazienti un colorito 
rossastro. Alcune sostituzioni amminoacidiche nel- 
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Elica E 


Elica F MIS.EC 


Subunità 8 


l’interfaccia 1-82 portano ad una riduzione dell’af- 
finità per l’ossigeno. Gli individui con queste forme 
di Hb sono cianotici. 

Le sostituzioni amminoacidiche nelle interfacce 
1-82 possono cambiare la stabilità relativa dello sta- 
to T o dello stato R, alterando quindi l’affinità della 
proteina per l’ossigeno. Per esempio, la sostituzione 
del residuo di Asp Gi(99)8 con His nell’Hb Yakima 
elimina un legame idrogeno a livello dei contatti 
1-8» che stabilizza lo stato T dell’Hb (Fig. 9.170). 
L’anello imidazolico inserito nella catena agisce co- 
me un cuneo che allontana le subunità e le spinge 
verso lo stato conformazionale R. Questa modifica- 
zione sposta l’equilibrio T== R quasi completamente 
verso la forma R; l’emoglobina Yakima ha quindi 
un’aumentata affinità per l’ossigeno (pso = 12 torr 
in condizioni fisiologiche, invece di 26 torr dell’Hb A) 
e manca completamente del fenomeno cooperativo 
(la costante di Hill è uguale a 1). Al contrario, la sosti- 
tuzione dell’Asn G4(102)8 con un residuo di Thr 
nell’Hb Kansas elimina un legame idrogeno che sta- 
bilizza lo stato conformazionale R (Fig. 9.17b) e quindi 
questa Hb variante rimane nello stato T anche dopo 
il legame dell’ossigeno. L’Hb Kansas ha una bassa af- 
finità per l’ossigeno (pso = 70 torr) ed una bassa coo- 
peratività (costante di Hill = 1,3). 


B. Basi molecolari dell’anemia 
a cellule falciformi 


[347 |Le varianti più pericolose sono presenti in un 
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Figura 9.24 Fotografia al microscopio elettronico delle fibre di deos- 
siHbS che stanno uscendo da un eritrocita rotto. (Per gentile conces- 
sione di Robert Josephs, University of Chicago.) 


Figura 9.25 Fibre di deossiHb del diametro di 220 À: (a) fotografia 
al microscopio elettronico di una fibra colorata in negativo. Il disegno 
interpretativo di fianco mostra la disposizione delle catene interne 
ed esterne. Le sfere rappresentano le molecole di HbS. Ogni strato 
della fibra occupa 64 À e si avvolge sull'asse con passo di 350 A. 
{Per gentile concessione di Stuart Edelstein, Università di Ginevra.) 
(b) Disegno di una sezione trasversale della fibra che mostra l’appaia- 
mento e la polarità delle 14 catene; le catene con colori diversi sono 
antiparallele. 


numero molto piccolo di individui, in molti dei quali 
la mutazione ha avuto apparentemente origine. Pe- 
rò, circa il 10% dei neri nordamericani e quasi il 25% 
di quelli africani sono eterozigoti per l’emoglobina 
delle cellule falciformi (HbS). L’HbS deriva come 
abbiamo visto nel paragrafo 6.3A, dalla sostituzione 
di un residuo idrofilico della superficie della protei- 
na, il Glu A3(6)8, con un residuo idrofobico, una Val 
(Fig. 9.13). La prevalenza dell’HbS risulta dalla prote- 
zione che hanno gli eterozigoti nei confronti della 
malaria. 

Gli omozigoti presenti negli Stati Uniti sono circa 
50 000 e sono colpiti da anemia emolitica, dolori, de- 
bilitazione e blocchi del flusso sanguigno, in alcuni 
casi fatali, per effetto della forma irregolare e la rigi- 
dità degli eritrociti, caratteristiche tipiche di questa 
malattia. 


Le fibre di HbS sono stabilizzate da contatti 
intermolecolari tra la Val 86 ed altri residui 


[348 ] L’assunzione della forma a falce degli eritrociti 
con HbS (Fig. 6.41b) risulta dall’aggregazione (poli- 
merizzazione) della deossiHbS sotto forma di fibre ri- 
gide che si estendono per tutta la lunghezza della cel- 
lula (Fig. 9.24). Le fotografie al microscopio elettro- 
nico hanno potuto stabilire che queste fibre hanno 
un diametro di circa 220 À ed una forma di corda 
a sezione ellittica, costituita da 14 catene di molecole 
di HbS associate in coppie parallele, impaccate in mo- 
do esagonale e con un avvolgimento elicoidale (Figg. 
2.25 e 9-26a). 

Le relazioni strutturali tra le molecole di HBS nella 
coppia di catene di HbS parallele sono state identifi- 
cate mediante analisi cristallografiche ai raggi X del- 
la deossiHbS. Quando i cristalli della proteina furono 
studiati per la prima volta, non era ancora chiaro 
se i contatti intermolecolari identificati nel cristallo 


('#L6L ‘9984 "d ‘LZ *1DS 
‘PEIV “REN ‘2044 “NM ‘NOLVI 8 “Cd ‘SSOY ‘*f ‘SLLHORFOH 3300] ‘OE 
ED4ID 2 eNal ejjap ezuapuad E] ‘Do 0£ e SQHISSO8p Ejjap suoIZezzia 
«auuijod e] Jad aUcIZENUSIUOI E|jep P) jap ezuapuadip Ej ensow 3UI 
o9iuniedo) ciddop 021218 UN (g) ‘odws) ju opse)li ji 2 PI ‘Do 07 E 


lo 80] 
OV'T SET OST 

Too'0 

To'0 
0£ = ezuepuad ui 
To 
3 
eo 
' 
pi 

OT 

(Q 


eHossI +— “(squ)—- --=="(sqH)==%SqH) = SqH 


:(09% ‘6 ‘S13) SAH TP 2[009]/ow1 w ep 
0}m}}s09 0ajonu un opuewr10j azuawerzuonbas 
oueSa18SEe 18 SqQH IP 2]009]0w1 2] ‘esco euriid J9d “I 


SEI 
anp ur owIstuezIatI un od eis [£T'6] suorzenba,1 
‘vzu310d Du1S97UIsI OO 
DIAZ]? FUOIZILJUSIUOI DOP vzuIpusdip vun po vu 
-1NAAD 18 U0ZN]OS Ul OSS9I04d 04]]D unssau :9}uessaI 
-ajur o}jotu ozexmsti um 2 0]sanit) ‘(qu2°6 ‘S12) 08 > 0£ 
EI} BIS U 3YI 3 ;_S,_0T  afensn eosro a Y ayoI 208 
“Tiqeis Hep nsanb rp eorze:S IsteuE.] ‘Muejsoo cuos 
U pa Y a auoIzeoIzijos è] eJe]ja]du1oo 2 is ayo odop 
E]jeImsIiui SQH.I{®p EnTignios e] 2 °7 ‘auorzesmmoS el 
-[p ewILIC SQH IP 2[e10] sUOrzEIjus9U0I E] 2 #2 a1op 


e) P7 
[ET'6] 5 dx 


u 


auoIzenba,JTep ElLIOSSP 2UOIZEI]USIUOI 
Elrep ezuapuadip eun ey ‘Pi ‘opieii Ip odwa} fi ago 
0}19d00s DUUEY J91UOLIJOH SOUTE( a UO}eI WICITIM 
“OL76 
‘813) OpIelLi ID odwa) Jap ejauI e] gosro ul ezeJa]d 
“100 SUsIA auorzezziiounod e] a aqui 2] a1Lredde 
pe cuEssTITIoI Opuezi Ip oporiad c]sanb odop 03ue] 
-10$ ‘a4Q1f ouvuLiof 18 uou odwz1 01sgnb a7uvinp nu 
-4078 0 opuogesipui ayoponb vp asvpuv ond 342 OPIOILI 
01199 un 9,9 ‘9u01Z091f]98 19 1UO1ZIPUOI 3] 07UMISSDI 
dan odog “emmiesoduie) e] amddo squ ip suorze ques 


‘ajignjos 2 SQH,j IN2 E ‘90 0 Ep eimesadua) Ejjap oquawine opidel 
Un Ep EJEIZIUI QUSIA |W/8 E£7'0 IP BUOIZENUSZUOI E|je SQHISSOSP Ip 
QUOIZN]oSs E|jap FUOoIZEZzzaUII]od è] “(2/O/ UI) uawredIMO pa (0//218 
Ul) aJUILUEDINA LUO] ED 0]EINjeA suoIzezzuawi]jod ip opes$ }] (e) ‘od 
“Ula) [ap SUOIZUN) UI SQHISSOAP ejjop SUOIZEZZUawi|od L7°6 Indiy 


(annui) odwal 


00€ 007 OT (o) 


eJeUO|ZEs) OjQuIeo 


leto] #E=190)9 [0] [-<0 RNA 


sont OT 


(2) 


-U09 E] opuejuawume ‘od e] opuessegge (2UOIZeoti] 
-98 agoUe 0]ap sua 0ssav0Id 0;sanb) a ezziiouod 
e ejeiod arossa ond squ Ip auorznjos eun “ENposuI 
exesodus] eun ey ‘osso1 omqo]$ {ep 0uI9]UI [pe 3YI 
auoIznjos Ul Eris ‘SqH.I[9P 3uorzezzizoumod el [65£] 


ossa[duroo ossa901d un 2 
SQH.I[P suorzezziiomod eljap OoIZIUII 


*amI[99 a][9p 20]E} IP BUIIO] E] BALISP MO ep 
TUOIZEI9]UI afjau neogdurn amd cuos q97°6 ‘SI epu 
onpeSsu ur pIIos MpissI LOTe I) ‘(9976 ‘S13) SQH 
TP aIqu el[ap suorzewnio; ee edwased gez N59 I 
SWoUE ato BoIpur SQH.I[PP 2]USWI]DE] OUZUI OUIZZII 
-aumod squH.Itep g eMmumqns Ip a (UD —— vE7 NID) 
STQJdWISN QH.ITEP 9IMu]]o 0 EITuUnqus Ip IprIgI LIUI 
-21]9} SY ONEI II ‘(9976 ‘S11) SQH Tp 2.1q1y a][ou 3JUE) 
-Jodun 0}pe]uoo Tp ous un rdno50 gez dsy.] aus 398 
-1198Sns auorzeniasso ejsant) ‘VqH IP 2 SQH Ip Hue] 
-eambo aTsosttI SYI SJUSTITIDE] OUSUI SII} CUEWIIO] 
(usy «— gez dsv) ng-ajJ0X QH Tp 3 SQH Tp apeostuI 9} 
-uoweSopeue ‘(TEA <— 99 no) SqH erre opadsu suorz 
-«ezziIiounpod e] sserzi Jod a]ero]o nid muorze1}us9 
-U09 IP EHSS2930 (USY «— GEL dsy +[A «— 99 NIN) 
suorzemui erddop eun eY 2YI ‘Ur8]1eH eutqo[Sowa ] 
‘orduiasa J9d ‘SQH.I[PP SuoIzezziIa TU TOd elms Muel 
“nur SUIqo;Sowra au}je Ip Mazza IS opuerpnis EIens 
-OWITp EJels 2 SQH IP qu al[ap afe.mpmna)s EILISSJUL] 
1ad Lre[oos]owaI9]uI M}Euoo LIpe r8sp ezueLiodun,1 
-24Q4 
a19p vsivduoo 0) sad qrizuassa cuos 9g DA DOP 


S-9£501-80-22 © 


19% oWusodosInuU un ul vurzÌoId vun 1p suorzunf :0u1G0;SOUT i [67£ | 


13043U9$ 1270]UOI 1 SUI BUIIIFUOI FUOIZEI]USIUOI EHE 
pe aypuE aq aTeuII0] essod uou VAH.] 2UI NEI II 
‘(q976 ‘Sta) 0£z ND n a gez dsy] 200 3 VaAH.au 
aqouEe NuasaId owos aYI MPISAI OUOS]OAUIOI HIEJUOI 
LHTe HD ‘(0976 ‘S13) BOITIFOIPI 2 UOU Essa as aYIUE 
‘VqH.IT9P 99 ND 19P a[eI9e] euz2]eo e] atsus]u09 10d 
e[ooo1d oddo1) 2 pa quIsso, au a}uesse a EIsE} EJSNÙ) 
‘a]U99EIpe e[0o3]ow1 el[op g emumqns egms a}uosazd 
afetoriodns eorqojorpi eosei eum aedno50 pe aus 
TEA ETISP 2feI9]e] eu EI e] ‘Tuorzes9]ui ajsonb ul “eu 


(‘st8D BUA 
© 1U3UAd0)) ‘99 [EA è|[ap 21e19]e] EU2IeD ej aJ9u2}UO? Jod ejod9Id 
0ddon a pa qHisso,jjau aquasse Isenb 2 ‘atua, jjap E>SE) E|jop eliajiad 
ejje 4 pa 3 2UPI]O 2] Es) ElezzijeDo] 2 2UI ‘EosE) EISANÒ ‘3JUSDLIP 
-e lg enungns Ejjap gg na] ejjep a Sg aud ejjep ajuawipediuid 
EJELLLIO] EDIGOJOIPI POSE) Ejje enepe IS uenw gg |JeA BI (9) ((SL6L 
‘61 "d ‘86 ‘/019 ]OW *f "IM ‘3007 3 ‘FI INVULIVI ‘@"Y ‘OIVM 


“TOIA E]ODS]OWI E] LOD 1}}EJUOO BUTIO] SH TP E]099jowa 
19d go TeA Tp mpisai anp rap oun 0}uexos ‘976 ‘B13 
erjou neiodia ouos ruorzezziueS Io a]jsonb ouewIIO] 
SUO [IE]OD9]OULIS]UI T]}EIuoo ISIDAIP I pa SQH IP 9]09 
-ajow1 rp iddop quawrepz ep emmmisoo 2 SQH TP SIQU 
9ITPP EMPNIJS ET ‘aIqQu alpe ajuewafemynags ITS 
OUOS ITeIsiIo 1 9YI euIIAJUOO ‘ISSCI 19p 2UONZELIP 
ET[9U 3ZUAI9INIP AUITSSI[ODIId LOD ‘INEISLIO DU SJUSwI 
-E]Uo] OUO]IBAUOI IS SQH IP 9IQU 9] IU BAISSAIONS 
SUOTZEAI9SSO/] ‘9191 agou mMuasald 1sS9)S 15 OUEIA 


“I ‘IINHSIM :2)u04) “EJ9q1] a ‘gl enungns èljap g9 1EA P1 ‘99 EA 
ajuernui Onpisa! |I QZUASSId 2 as 0jOs QUZIAAE <g epunqns e| uo5 2U 
-OIZEIDOSSE,| 2YI AJEION ‘INEIUOI 19p SUOIZELLIO; Ejjou Hepi|dui ouos 
ODUEIQUI NEDIPUI INPisaI | “QHISSO9p Ejjap auijjelsi> asnpnns a;jau 
11P]O29|OULJB}U! IMP]UOD | ESISOLI SUI BINELIIUIS auoize;uasasddeY (Q) 
(‘stan Suu @ 1YBUAdoD) ‘31G1 3]jaU SGHISSOSP IP 3jO99]OLI 3|jPp 
QUOIZISOdSIP E] (2) ‘QuISSOAP IP BIGU eljap EInpnas EI 9IZ°6 CInSIJ 


preti 


262 Capitolo 9 


(a) Nucleazione omogenea 


(b) Nucleazione eterogenea 


Crescita di aggregati 


——————————m—ymtermodinamicamente——______—_—_——_—_—T___—>»— 


instabili 


Figura 9.28 Il doppio meccanismo di nucleazione della polimerizza- 
zione della deossiHbS: (a) l'aggregazione iniziale delle molecole di 
HbS (sfere) avviene molto lentamente in quanto questo processo è 
termodinamicamente sfavorito e quindi gli intermedi tendono a dis- 
sociarsi piuttosto che a crescere. Una volta che l’aggregato raggiunge 
una certa dimensione, il nucleo critico, la sua crescita diventa termo- 
dinamicamente favorevole, determinando una rapida formazione del- 
la fibra. (b) Ogni fibra può nucleare la crescita di altre fibre, aumen- 
tando molto la velocità del processo di formazione delle fibre. (Fonte: 
FERRONE, F.A., HOFRICHTER, ]. e EATON, W.A., /. Mol. Biol., 183, p. 
614, 1985.) 


Gli aggregati prenucleari sono instabili e si decom- 
pongono facilmente, ma una volta che il nucleo 
si è formato, assume una struttura stabile e si al- 
lunga rapidamente generando le fibre di HbS. 

2. Quando la fibra si è formata, essa può nucleare 
la crescita di altre fibre (Fig. 9.28b). Le nuove fi- 
bre nucleano la crescita di altre fibre e così via; 
il processo diventa quindi autocatalitico. 


[350 ] Il processo di nucleazione omogenea iniziale 
(che avviene in soluzione) è alla base della sua dipen- 
denza da alte concentrazioni di HbS , come indicato 
dall’equazione [9.13], mentre il processo di nuclea- 
zione eterogeneo (che avviene su una superficie — 
in questo caso quella di una fibra) è responsabile del 
rapido innesco della gelificazione (Fig. 9.270). 
L’ipotesi cinetica precedente suggerisce anche per- 
ché l’anemia a cellule falciformi è caratterizzata da 
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Aumentata 
stabilità e 
rapida crescita 


Nucieo 
critico 


—————__> 


«crisi episodiche» causate dall’arresto del flusso san- 
guigno. Le fibre di HbS si dissolvono quasi istanta- 
neamente in seguito ad ossigenazione e nel sangue 
arterioso queste strutture non sono presenti. Gli eri- 
trociti impiegano da 0,5 a 0,2 secondi per passare 
attraverso i capillari dove la deossigenazione rende 
1’HbS insolubile. Se il tempo di ritardo ta per la for- 
mazione della fibra è superiore al tempo di transito 
dei globuli rossi nei capillari, non ci sarà alcun bloc- 
co del flusso sanguigno (l’assunzione della forma a 
falce che avviene poi nelle vene danneggia però le 
membrane degli eritrociti). L’equazione [9.13] stabi- 
lisce che un piccolo aumento della concentrazione 
di HbS, c;, o una piccola diminuzione della solubili- 
tà dell’HbS, cs, causate da condizioni note per inne- 
scare le «crisi», come la disidratazione, la mancanza 
di ossigeno e la febbre, portano ad una diminuzione 
del valore di t4. Una volta che è avvenuto il blocco 
del flusso, la scarsità di ossigeno nel tessuto a valle 
e la riduzione del flusso del sangue complicano ulte- 
riormente la situazione. 

È stato costruito un modello della struttura dell’e- 
moglobina delle cellule falciformi, basato sulle coor- 
dinate atomiche dell’HbS prese dalla sua struttura cri- 
stallina ai raggi X e combinate con le cordinate mo- 
lecolari derivate dalla ricostruzione mediante micro- 
scopia elettronica della fibra. Questo modello spiega 
in gran misura l’azione delle 55 mutazioni puntifor- 
mi note che alterano la formazione della fibra. Il nu- 
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mero dei contatti intermolecolari diminuisce lungo 
il raggio della fibra fino a che a livello della periferia 
della fibra non vi sono più contatti assiali. Questo 
fenomeno può spiegare la limitata crescita radiale del- 
la fibra di HbS e suggerisce che questi meccanismi 
possono limitare il raggio di altre fibre elicoidali. Si 
pensa che effetti simili possano controllare il raggio 
della fibra di fibrina (paragrafo 34.14). 

L’ipotesi cinetica della formazione delle fibre di HbS 
ha profonde implicazioni cliniche che possono esse- 
re utili per il trattamento dell’anemia. Gli eterozigo- 
ti per l’HbS, il cui sangue contiene circa il 60% di 
HbA ed il 40% di Hbs, solo di rado presentano i sin- 
tomi tipici della forma omozigote. Il tempo di gelifi- 
cazione per l’Hb in queste cellule è circa 10% volte 
più grande di quello delle cellule di omozigoti. Quin- 
di, un trattamento dell’anemia a cellule falciformi che 
aumenti di questo fattore il valore del t4, che corri- 
sponde ad una diminuzione del rapporto c;/cs di 1,6 
volte, dovrebbe far scomparire i sintomi della malat- 
tia. Sono al momento in fase di studio tre diverse 
strategie terapeutiche al fine di aumentare il t4 e 
quindi inibire la gelificazione dell’HbS: 


1. La distruzione delle interazioni intermolecolari. 
Di particolare interesse sono alcuni oligopeptidi 
sintetici che sono stati studiati con l’aiuto della 
struttura ai raggi X dell’HbS che si legano stereo- 
specificamente alle regioni della molecola con i 
contatti intermolecolari. 

2. L’uso di agenti che aumentano l’affinità dell’emo- 
globina per l’ossigeno. Per esempio, la sommini- 
strazione di cianato determina la carbammilazio- 
ne dei gruppi amminici N-terminali dell’Hb (Fig. 
9.21). Questo trattamento elimina alcuni dei ponti 
salini che stabilizzano lo stato T (paragrafo 9.2A) 
e quindi aumenta l’affinità per l’O. dell’Hb. An- 
che se il cianato è molto efficace in vitro come 
agente «antifalce», il suo uso clinico è stato piutto- 
sto discontinuo a causa dei suoi effetti tossici col- 
laterali, formazione di cateratte e danni al siste- 
ma nervoso periferico, che derivano probabilmen- 
te dalla carbammilazione di altre proteine. 

3. Diminuzione della concentrazione di HbS (c;) ne- 
gli eritrociti. Gli agenti che alterano la permeabi- 
lità della membrana eritrocitaria in modo da per- 
mettere l’influsso di acqua sembrano prometten- 
ti a questo riguardo. 


La sostituzione dell’HbS con altre molecole di HbS 
sembra essere un’altra possibilità promettente. Gli 
omozigoti con elevati livelli di HbF nei loro globuli 
rossi, per esempio, hanno una forma relativamente 
meno grave dell’anemia a cellule falciformi. Questa 


osservazione ha portato a cercare agenti capaci di 
«innescare» la sintesi delle subunità y dell’HbF in pre- 
ferenza alle subunità 8 mutate dell’HbS. L’uso di va- 
sodilatatori (sostanze che dilatano i vasi sanguigni) 
per ridurre l’intrappolamento degli eritrociti a for- 
ma di falce nei capillari può essere un espediente per 
diminuire i sintomi della malattia. 


4. REGOLAZIONE ALLOSTERICA 


[351] Una delle caratteristiche fondamentali della vi- 
ta è l’alto grado di controllo esercitato in quasi tutti 
i suoi processi. Un organismo è in grado di rispondere 
a modificazioni del suo ambiente, di mantenere comu- 
nicazioni intra ed extracellulari e di seguire un pro- 
gramma ordinato di crescita o di sviluppo, mediante 
una grande varietà di meccanismi di regolazione, che 
sono uno degli aspetti principali trattati in questo te- 
sto. La regolazione viene esercitata ad ogni livello di 
organizzazione nei sistemi viventi, dal controllo della 
velocità delle reazioni a livello molecolare, mediante 
il controllo dell’espressione dell’informazione geneti- 
ca a livello cellulare, al controllo del comportamento 
a livello dell’organismo. Non è quindi sorprendente 
che molte, se non tutte, le malattie siano causate da 
alterazioni nei processi biologici di controllo. 

La nostra esplorazione della struttura e della funzio- 
ne dell'emoglobina continua con una discussione teo- 
rica sulla regolazione del legame del ligande alla pro- 
teina attraverso interazioni allosteriche (dal greco: 
allos, altri + stereos, solido o spazio). Queste interazioni 
cooperative avvengono quando il legame di un ligan- 
de ad un sito specifico viene influenzato dal legame di 
un altro ligande, detto effettore o:modulatore, a li- 
vello di siti diversi (allosterici) nella proteina. Se i li- 
gandi sono identici, il fenomeno viene detto effetto 
omotropico, mentre se i ligandi sono diversi, viene 
detto effetto eterotropico. Questi effetti possono es- 
sere positivi o negativi a seconda che il ligande au- 
menti o diminuisca l'affinità del legame alla proteina. 

L’emoglobina, come abbiamo visto, presenta sia ef- 
fetti omotropici che eterotropici. Il legame dell’ossi- 
geno all’Hb determina un effetto omotropico positi- 
vo in quanto aumenta l’affinità dell'emoglobina per 
1°0:. AÌ contrario, il BPG, la CO», l’H* e il CI7 sono 
effettori eterotropici negativi del legame dell’Og 
all’Hb, in quanto diminuiscono la sua affinità per 
lO; (negativi) e sono chimicamente diversi dall’O, 
(eterotropici). L’affinità dell’Hb per l’O:, come abbia- 
mo visto dipende dalla sua struttura quaternaria. In 
generale, gli effetti allosterici derivano da interazioni 
tra subunità di proteine oligomeriche. 
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266 Capitolo 9 


[354] 


[9.21] 
__([RJ+2[R2]+---+n(R,1)+((T;]+2(72]+---+n(T)) 


- n{([Ro]+[R;]+ +-+ +[Rn1)+((Tol+[T]+---+00,))] 
Dovremo ora definire a=[S]/kr; a può essere consi- 
derato una concentrazione del ligande normalizzata. 
Dovremo definire anche il rapporto tra le costanti 
di dissociazione del legame del ligande c = kg/kr; 
c aumenta con l’affinità del legame del ligande allo 
stato T, relativamente a quella allo stato R. Combi- 
nando poi la relazione precedente, come è mostrato 
nel paragrafo A dell’Appendice di questo capitolo, 
otteniamo l’equazione che descrive il modello sim- 
metrico dell’allosterismo per interazioni omotropiche: 


Protomeri 
nello stato R 


Protomeri 
nello stato T 


Figura 9.29 Le specie molecolari e le reazioni consentite dal modello 
simmetrico dell’allosterismo. | quadrati ed i cerchi rappresentano ri- 
spettivamente protomeri nello stato T e nello stato R. 
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r.= a(1+0)"-1+Lca(1+ca)"-! 
ii (1+a)"+L(1+ca)" 


[9.22] 


Notate che questa equazione dipende da tre parame- 
tri, a, c ed L, che sono, rispettivamente, la concen- 
trazione del ligande normalizzata, le affinità relative 
degli stati T ed R per il ligande e la stabilità relativa 
degli stati T ed R. Al contrario, l’equazione di Hill 
(paragrafo 9.1B) ha due parametri, XK e n mentre, nel- 
l’equazione di Adair, il numero di parametri è ugua- 
le al numero di siti di legame sulla proteina. 


Interazioni omotropiche 


[354] Esaminiamo ora la natura del modello simme- 


trico ponendo in grafico l'equazione [9.22] per un 

tetramero (n=4) in funzione di a per diversi valori 

di L e di c (Fig. 9.30); risultano evidenti tre punti: 

1. Il grado di curvatura che queste curve sigmoidi 
esprimono nelle parti iniziali è un indice del loro 
livello di cooperatività. 

2. Quando solo lo stato R lega il ligande (c=0), la 
cooperatività del legame del ligande aumenta al- 
l'aumentare della preferenza conformazionale del- 
l’oligomero per lo stato T che non lega il ligande 
(L aumenta; Fig. 9.300). Per valori di L elevati, 
se si deve legare un solo ligande, esso deve «forza- 
re» la proteina ad assumere la conformazione R 
meno preferita. La necessità che tutti i protomeri 
modifichino la loro conformazione in modo con- 
certato, porta anche gli altri tre protomeri a di- 
ventare accessibili al ligande. Il legame del primo 
ligande promuove quindi il legame dei successi- 
vi, processo che rappresenta l’essenza dell’effetto 
omotropico positivo. Notate che la cooperatività 
e l’affinità del legame del ligande sono entità di- 
verse; infatti, per c = 0, le curve che mostrano 
un'alta affinità di legame del ligande (quelle con 
una bassa L) hanno una bassa cooperatività; nelle 
condizioni opposte è valido il contrario. 

3. Quando lo stato T è altamente preferito (L è gran- 
de), la cooperatività del legame del ligande au- 
menta all'aumentare dell’affinità relativa dello sta- 
to R rispetto allo stato T (c che diminuisce; Fig. 
9.30b). A basse concentrazioni di ligande (a bas- 
sa), la quantità di ligande legato (Y3) aumenta con 
l’affinità dello stato T, in quanto la proteina è in 
gran parte in questa conformazione. Come a au- 
menta, però, la quantità di ligande legato alla for- 
ma R intrinsecamente meno stabile supera quello 
dello stato T producendo un effetto cooperativo. 
L’energia libera del legame del ligande stabilizza 
lo stato R rispetto allo stato T. 
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Figura 9.30 Curve di saturazione 
di un tetramero secondo il modello 
simmetrico, in base all’equazione 
[9.22]: (a) variando L quando c è 
uguale a zero. (b) variando c quan- 
do L e uguale a 1000. (Fonte: 
MONOD, }., WyMan, }. e CHAN- 
ceuX, }.-P., f. Mol. Biol., 12, p. 92, 
1965.) 
Ys 0,5 


Figura 9.31 Nel modello simmetrico dell’aliosterismo, gli effetti ete- 
rotropici avvengono solo quando i substrati e gli attivatori si legano 
esclusivamente (o almeno preferenzialmente) allo stato R (a destra) 
e gli inibitori si legano esclusivamente (o almeno preferenzialmente) 
allo stato T (a sinistra). Il legame del substrato o l’attivatore all’oligo- 
mero facilita quindi l'ulteriore legame del substrato e dell’attivatore. 
Il legame dell’inibitore impedisce (o almeno inibisce) all’oligomero 
di legare il substrato o l’attivatore. 


Interazioni eterotropiche 


[355] Il modello simmetrico dell’allosterismo è pure 
in grado di spiegare gli effetti eterotropici. Assumen- 
do che ogni protomero abbia un sito di legame speci- 
fico ed indipendente per tre tipi di ligandi: un sub- 
strato S, che per semplicità si lega solo allo stato R 
(c=0), un attivatore, A, che anch'esso si lega solo 
allo stato R e un inibitore, I, che si lega solo allo 
stato T (Fig. 9.31). Mediante la derivazione riportata 
nel paragrafo B dell’Appendice a questo capitolo, ot- 
teniamo un’equazione più generale per il modello 
simmetrico che descrive le interazioni eterotropiche, 
come pure quelle omotropiche: 
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0 1,0 2,0 
d 


Figura 9.32 Gli effetti dell’attivatore allosterico (y) e dell‘inibitore (8) 
sull'andamento della curva di saturazione frazionale del substrato (0) 
in base all'equazione [9.23] per i tetrameri. [Fonte: MONOD, ). Wr- 
MAN, }. e CHanGEUX, }.-P., /. Mol. Biol., 12, p. 94, 1965.) 


ni 
e [9.23] 


n. L(1+6)" 
(1+a) + a+po 


dove a=[S]/Kkg, come in precedenza, e analogamen- 
te, B = [11/k; e Y=[A]/ka. 

Notate che questa equazione differisce dall’equa- 
zione [9.22] quando c=0, per il fatto che il secondo 
termine al denominatore viene modulato da entità 
correlate alle concentrazioni di attivatore e di inibi- 
tore legati all’oligomero. 

La Fig. 9.32 riporta le conseguenze prodotte dal le- 
game di un effettore ad un tetramero che segue que- 
sto modello: 
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270 Capitolo 9 


Li EEE 


[359] 


tà a sono completamente ossigenate e le subunità 8 
sono invece deossigenate. Questa emoglobina solo par- 
zialmente saturata dal ligande resta nello stato T, ma 
gli atomi di Fe delle sue subunità a sono 0,15 À più 
vicino alla porfirina, che ha ancora una forma a cu- 
pola (questa distanza rappresenta circa il 25 % della 
distanza totale che il Fe percorre nella transizione 
T—=> R). Questi cambi di struttura terziaria sono 
responsabili della produzione di quella tensione che 
probabilmente innesca la transizione T-—> R. 
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I modelli simmetrico e sequenziale sono spesso stru- 
menti indispensabili per definire il comportamento 
allosterico di una proteina. 

Se l’esperienza con l’Hb può essere considerata una 
guida, il meccanismo allosterico reale di una protei- 
na è sicuramente più complesso di questi modelli idea- 
li. Recenti risultati termodinamici suggeriscono che 
l’emoglobina ha tre e non due stati per il legame 
del ligande, ma le basi strutturali di questo modello 

* sono ancorà ignote. 


Derivazione delle equazioni del modello simmetrico 


L'E I — 


sia (su LL 


A. Interazioni omotropiche - Equazione [9.22] 
[359]La saturazione frazionale ys per il legame del ligande è espressa da 


_ ([R;1+2[R21+---+n[R2))+((T1+2[721+---+n(T,)) 


Ye= 
5 n{([Ro]+[R:1+---+[R,1)+((T01+[T1+---+(05,0)) 


[9.21] 


Definendo a=[S]/kg e c=kg/kr ed usando l’equazione [9.20] per’ sostituire 
[R,-] per [R,l e così via, i termini racchiusi nelle prime parentesi al nume- 
ratore dell’equazione [9.21] vengono ridotti a 


tro] na +2 Da, 40 nia 
2 n! 
_ 2Un-1)a cu. n(n-1i)a-1 
=[Rolan be + = 


=[Rolan(1+)"-! 


ed analogamente i termini nella prima parentesi del denominatore dell’equa- 
zione [9.21] diventano 


[Rol 


ibna$- «4 sec) = Ro] +0)" 


I termini nelle seconde parentesi del numeratore e del denominatore dell’e- 
quazione [9.21] assumono le seguenti forme 


[Tol([S]/kx)n(1+[S]/Kp"-1= LIRolcan(1+ca)"71 


[To](1+[S]/Ky)"= LIRI(1+ ca)” 


[360] 
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Di conseguenza, 


Y.= Rolar(1+@)"-!+L[Rolcan(1+ca)"-! il 
l n{[Rol(1 + a)" + L[Ro] + co)?9 


che dopo cancellazione di termini, rende l’equazione che descrive il modello 
simmetrico per le interazioni omotropiche: 


a(1+0)"71+Lca(1+ca)"71 


Ys= 
(1+0)"+L(1+ ca)” 


[9.22] 


B. Interazioni eterotropiche - Equazione [9.23] 


[360 ] Per un oligomero che lega l’attivatore A ed il substrato S soltanto allo 
stato R e l’inibitore I soltanto allo stato T, la saturazione frazionale per il 


substrato Ys, la frazione di siti di legame del substrato occupati dal substra- 
to, viene espressa: 


Lay, 


is1j=0 0° >) 


I pedici i, j e K indicano i rispettivi numeri di S, di A e di I legati all’oligome- 
ro; cioè R;;=RS;A; e T.=TIx. Definendo poi a=[S]/kx e seguendo la deriva- 
zione usata prima per l’equazione [9.22], otteniamo 


: n-1 
Ys= È [Roy ln + a(1+a)"-1! 


‘ po à 1+a)"+ Diu 


Ys= 


Li È 


[R;J+ Y (Ty 
0 k=0 


- (1+o)"+L' 


dove 
L'= } (Tal Y Roy] 
KZ0 j=0 


In analogia con la definizione di a, definiamo 8 come [11/k; e y come [A]/kx 
e seguendo ancora la derivazione dell’equazione [9.22], abbiamo 


p [Tx1=[Tol(1+6)" 
=0 


Y [Ro,;1=[Rool1+y)" 
j=0 
e quindi 


_La +)" 


L: i 
dep il 


‘pes-tes 

‘dd ‘z5r “1019 ‘ON ‘[ suognfosaI Y 9°T 32 uIgo{SoAwx 
-Éx0 JO JUSWISUIFAI pue aIMonI]s» ‘(0961) “MIS SATIAI 

‘2-19 ‘dd ‘z67 ‘aunz0on «“urqo[SoAu1 

«xo ur puoq uasorpAy sumpysrj-uaSAxo speanal UonoeI] 
“Frp uoIMmaNn» ‘(#961) “d'g ‘DIOINZIOHIS a ‘M'T°S ‘SAITIAA 

*“eurqo;S0w1a,{[2U 0UISIIS]SO] 

-Te.II9P 2feImpmna]s SUOrZIIOSap eJerSeap eum ausI]uon) 

‘962-681 ‘dd ‘77 

“sdydorg ‘ay ‘ont “surgord wi uogemiaa I119)S0] 
“Te pue Anune.sdo09 Jo sustueYoaNP» ‘(6967) “IN ‘ZIONIA 

Fora dd 41 “198 “u2Y4201g 

Spuasi, «spuest uresy Qua SUOHIEaI UT SaNpIisaI [EISTP 
30 2]0I :urqo;Sowray pue urqoSoAm> ‘(6961) “I° ZIMSIA 

‘gez-seL “dd ‘1g£ ‘auna0N 

«Surpurq uasAxo angesadooo Jo UsLIO a] SAHRUPI UIq 

-o{Souraey Jo 37e3S IL papuest] 2U} Jo among» ‘(9961) 
“q ‘srivH 2 ‘9 ‘nosaog “7 ‘vanIMmarIg “Y ‘NOLONIGOTT 

"LETE 

+cces ‘dd “01 “209 “way “wy <[ «qJonppe ussAxorp 

sH pue ]ouey}a-(I])uosr o; eurydiod({Auaqdoprue 

-TeA1d-0-0°%0 ‘0°0)2.1}a}-099U/-(9]0ZEprun]AyJ3u1-2) JO som} 

-on.I]js 24} pue sariadord Surpurg uasAxorg *surszo1d 

-oury Surpurq usSAxo Jo aHs a1goe 24} 10} SJ9p 

-0mP ‘(0961) “Sy Sorisns a “g fasol “Tf ‘Nnvuwavig 
“af ‘INVNTIO) “Vf ‘svagI “SI (ONVNIION “g'5 ‘NOSIMVI 

‘210-691 ‘dd ‘ez1 “1029 10N { “Y3£1 

Je urqoSowrseyAxoap uewmiy Jo amjonis TeIsA19 aUyI» 
(961) “I ‘AmnInoI 3 ‘g INVNVVHS “TH Zinrag “5 INIZI 

‘eLt-S9T 

«dd ‘or “say “Way ‘29Y “«suraloidowrsy Supurg 
-u98Ax0 10} sfepowr onayiuds» (2261) “d'f ‘NYVINTIOO 


0]japow nsodwod ip a 
euIgo]B0wa,jjap ‘eutgqo[Bonu ejjap einpnns 


‘aporzuanbas o]apowu ]3p UU 3YIUD DY 
Du ‘0713GU US 0]]apoui pi a110d uvu$ ui an$as qH,qo 
%0.119p auvS9] p1 49d zIniad IP OUSTUDIIZUÙL ]} ‘DILIITU 
-U1S DNS D] FFUIMUDIIVSSIIFU VEUSIUDUL OLIULOSIO,] YI 
Dvzuss ‘apuvdi) 041370 19 sus] pf dad vamuffo vos 0] 
340.491]0 po sug 2Y9 VUI9ZOId v]ns guuoziuiofuo9 
07u31UD.I13S OUN 113UIS 0N1Opul 0zUaUDITVPO UN 3YI D] 
-nsod avizuanbas 0]]3po 1] ‘9403011330,]]19P 2 010418 
-qns ]3p awvS4g] 1 opuspadwi “I, 01018 0]];3u 013U0S 
-10,] vzIOf ‘999101 ‘04011q1UL]]9P RUDI] 11 “240701330 
043]D 1p 3 0m013sqns ]3p nuova 7 vIpovf 349 “Y 07018 
o7]j3u 043U0S1]0,] VZIOÎ I403DA1330,]9P AUDSI] 11 “LL 01 
-D15 0]]D 0]08 1/$2] 18 24011Q1U1,] FYI 9 Y 03038 0]]D 005 
0U1YS9] 18 01D4ISQNS ]1 Pa 24010A1130,] 3YI 0UDNUNS 
-sD 3 ‘191004101939 1133ff9 N30 089189 249889 ond 0714013 
“owuo opapou 0352nO ‘apunii 041370 19 2uDS 11 DI 
-190f 342 ‘suoziuLiofuoI vIsInb alsUNSSv Po 01908 
10, 0z40f vuo varo po 03038 070 apuvsi 13p au 


*TULIONO]E] 2M[99 è erusue [ms 3 eurgo]Sou1a,] 
-[9p auorzunz a emjma]s e[ms auorssnosip 2joa9JoMmYy 
*‘sIapunes ‘9 a S t]joxiden ‘sasvasip poo]q 
fo s1s0q svjnI9oui 3YI ‘(£961) ‘(tIopemo) “Ma ‘soa 
VIN 2 ‘d FIGA] “ MV (SINENFIN ‘5 ‘SOTMOIAONNVAOLVWVIS 
‘ouafisso [ap 0,I0dse1) tp owIstUEsIaTI ms 3 eu 
-1q0[B0wa, {jap eImpmnjs efms auorssnostp AINSI eun 
94 ‘d ‘6261 aqude ‘gx ‘azuaos 7 “ou 
-03ezIdsa: oLIodseI) Ti a euItqo]Sowra ap emynals ep 
3 "perl ‘ScI-z6 ‘dd ‘(9) ‘622 “wy ‘195 «L1odsue1) 410) 
-eIdsai pue a.mjon.)s urqo;SowraH» ‘(QL671) “IN ‘Ziovza 
‘eUIqo[Sowa,[[{9p auorzunj e] a emiina]s e] eLIadoos 
PJEIS BIS SUTI0I NS COLIO]S O]UODILI SJUEWTOSEITE UN apnpul 
‘9961 ‘NruMIY LIONPI ‘YNC 19P VIH2dOIS DV] ‘FUO1Z0AII 
D]]9P OUIO1S 0A0HO,T 3 “PRIL “I9}SNUIS cm UOUIS ‘01 2 
6 qonde9 ‘u0170249 fo dop YISI YI ‘(6461) “TH ‘NOsanf 
‘019]S TUISEWITII TUOI 2]eIjst]i 3]uawIeA 
-Isua]sa ‘eutgqo]Sorwi erap a eurgo]Soura,J{9p SUOIZE. JP 
Tempnags mmodse q8ns 018581 oSIE] e suoIsus95I EUR 
‘ssaIg AusssAru N 
pioJx0 ‘uigo;Solu puv uqo;SowuavH ‘% ‘d80]01q ul sas 
«nqon.i13s dono fo s0]IY ‘(T961) “IN ‘Ziovag 3 ‘5 MAIZI 
‘euIgo]Sowra {jap auorznjoaa ms a suorzuny efms 
‘empnijs egms o]e.Isnyi USq a 0}jLIos Uag o]e”e1 un 
*sfurmump/uTI 
-efuog ‘u19g0;SowuaH ‘(£961) “I ‘359 2 “Td NOSIDIDIA 
‘atj91S0]o;ed a ITewiIOU sUTqo[Bowra agms orpuaduroo un 
*siopumes ‘s20adsv jvnuo puo 2139u3$ 
‘ivnogoi :uiqo]Sowag (9961) “D'A ‘139103 2 ‘TH ‘NNOE 
‘aUlqo[S0w3 a][ap 2UOIzezziIapeTeo a 
auoIzeoyimd Ip atoruvs) ans Toomn.ie mp elosoeI eun 
‘9L “powazug spoysan ‘(1961) 
-o}eImo) “g ‘INOONVINI 9 I ‘IGIVNYIG-ISSOY ‘A ‘ININOINY 


a|essuan 


VIIVIIDONAIA 


-083] 11 "ossanIp vnUuLffo uos apuvdi pl 0uvS 349 “JO .L 
‘uuorziuLiofuo? 13038 anp 19p oun ul 24915188 OUDS 
-sod 191139UUIS 119UI0S]O 3YI FUOdoId 07113 U US 0]]9P 
“qui ]1 ‘0ssa904d 03sanb vSuanan auoI ns 1u01zvuLIOS 
-u1 Quad vp uou 110py 1p 2uo1zonba, 7 ‘oansod VIAN 
-niadooo vun vuav 18 ‘auaupnizuanbas cuocIsmumTUIP 
13UDISOI 9] 99 “DS4IMIP 97UDIS02 VUN UOI 1YS9] 18 OU 
-381ss0 1uS0 242 opuawnssv ‘0us$1ss0,]]9p SUV] 19) 
n110.19d009 1] 0zz10U0IZvI LIVPy 1p 3uo1zonba,T 
“DIIFO]DUI D]]ap nuozuis 1 240112]]0 3 24q 
-1f 3]3p 3u01z0u0f 0] 241uandsd cuossod 1410]1dv9 130 
auvssod sad cunSadun 1nqo08 1 349 0dwz31 qo 14014 
“adns L07Da 0 0psvgii 03sanb asvzuaunv cuossod 242 
nu9$0 115 ‘SqH Ip 90IZIÙ] FU0IZILZUSIUOI D]9p vzuZIOd 
vunsazuonbuo-v1urs37uz.1) 9] uo as vLivA Ond 3YI 0PI0I 
-l4 un uo9 1SDf anp ul 3UOIZIZ]jInU IP CUISTUDIIZUU UNI 
uo09 usano DIGI 0]]ap vMISALI 0] ‘ozio zzz ]od 
1p 1U01ZIpUuo? 3]]IN “DNIOL?LI2,] OUDULIOfBP 3YI FUFIVI 


S-8£501-80-88 © 


ELE 0WUSOIOINIU UT U DU30Id vUn iP 2uorzunf :0u1go; Sour 


* 


BI V 9P1311 21quY vULIOS 3YI SQHISSOIP DIP FUONZDI 
-1fi)98 0]19p apqusuodsas 3 3uorzommu vIsInb ‘ua u0I 
g9 5 onpisas ]9p 3uo1zn713s08 0]jo v2LOd 3Y2 QH,ImS 
guorzoInm pop vIvSsNDI 2 1uLIOfi9pOf 37n]]92 Vv vIUZU 
-0,77 ‘0ua$ìss0,] s9d vnuffo,pap ozununD 0 aunznunu 
-Ip 37uspuods1si09 DUN UOI “ 01018 0] 3Y2 IL 03018 0] 
DIS A10ZZI]1q0IS OUOSSOd PNUNGNS 3] II 32I0f193U1 9] 
0UDIINDO 3YI 1UOIZOIMUL IT ‘2S0UDII DO opuvziod ‘ou 
-a818s0 34089] 19 9nIOdvI 0] vnungns 2352nb ur cuvu 
-1U1]2 ‘(II1) #u0IZOPISSO 1P 07038 OUN UOI 21 ]1 OUDZZIIG 
-0IS 949 ©O,]19P PWDSI] TP ONS ]9U 1UOIZOLIVA “DINI 
“quia DIUZUV,UN OpuvsnvI ‘QH.9p vVInpmiIs v] 0ssads 
0UDII]]D 1UI93UI IMPISAL IP 1UO12NFSOS 97 ‘ownfiad 
-ns mpisai 10gmmu ouvznsiti Oguvnb ul angouui duos 
RISUL D] DIMI ‘QH.119P UDIUIDA 00 02119 330U OUOS 
‘1uipos 17uod 184911P 33UDIPIUU QH.1M19P 
«L 03038 0]]9P 9]043U99 PNADI D[IU 3UNAND DIL 19P 
auv$9] 11 ‘4409 0132ffa,p0 vd99110d gz9 SAT 0] 3Y2 
-UV ‘IL 07038 07]3u 1u17vs 13uod ouvwLIOS 2YI GIL SH.1 
-]9p 2 9]0UlUL9]-N 0NUTUNUD Oddnu8 jap ,3d 1p 210701 
19p 07usumD un vp vausp 4Y0g 019ff2,7T ‘XY 07018 0] 
alsumsso po qH.] vzIOf 349 apuvsi un ‘ON IP 2 ‘IL 
03038 0770 23uauvppos nd VS] 18 3YI DAILY 19P 080pvuv 
un “IHI 1p vuIgo]Sowa,}70 avi] 71 odop aqounssosd 
SIH—(Il)93 2UDS9] ]9P DUNDIOL VD] F1UDIPIUL DIVLISOUNP 
DI0IS 2 03USwIW.L1IS 03SSND 19 VZUIISISI,T ‘.L 03038 0]]9P 
071d13 0ua818s0,]13p 20829] ]9P 07uSUv1138 0]]ap vsuvd 
-1u098 0]]3p 0119ffa 43d ‘guorziuaSisso Tp 0pouS pr uo? DI 
-UUNO IL 01018 0]]D 23URUDAIND]IL Y 07028 0]]9P PING 
-01S OT "UH «— I 9U0NZISUDII D] F3UVINP 130.1 OUOSUIA 
342 3 ]ounuLiz:-D 1ddnu8 1 0u0$]oau109 YI I 03038 0] 
-jau 17uasa4d 1u1pos 17uod 1P 019994701 un 3uoddo 18 DI 
-vuigzonb vunigm.3s vpap o1qunI ]y “pinuffo vo po 
Y 07038 0] 2498uniSS01 v 0uf qH,}19P V]0Iowu DapP 
0701199U09 0L1DUISIONO apouorziuLiofuoo ciquivo un 
vp OSSoOulli 9UZIA 9UOZIIISO? DT ‘2340f “0-93 RUDE 
-a] un a1049u98 dad gut9,]]ap 0umId ]1 0s49A 1810380d8 
1p (ID91 10 22s1padu 3Y9 0}USUIDI1IS OUM DP 1ALI2P 
L 03038 0]]9p “0,1 49d vnuffo vssog 1] 342 auodoud 
©0.18p 3uvSg] 1 dad zImIgg 1) OWUSTUDIIZUI ]T TUOIZOUI 
-10fuo9 anp vii 0IqUIDIS OUN SULOI OUOISISO 13103UOI 


u(f+T 
4 TI 19) 
S ISO RA et =S 
[eee]. u@+DA IL 


1asanb ipumb a 1p1q1ssod 0uos uou 21Pautt91UI 1UOIZIS 
-od 97 ‘1]iqvIs 1uo1zisod anp asnunsso cuossod Ig 
-Nîn a DJ 12uapamba 37URUVRSIFUWIS 19107 
-U09 1 <«— I 90UoZOULIOfUOI SUONZISUDLI O]IN ‘2 UU 
-2,119P 0uvid 71 uo? 2u0181]]0o vUn 2107IA2 ANA 091]0z0p 
-1U1 0]]9UD ONS ]9P OJURUDIUIIOLI UN 3FUVIPIUL 0FUDI 
-10s 349 ‘gqow1sso4d S1H,] 95 UOI DUISDII (I1)B1 ]I “CULI 
-1fiod 1] 3 07089] 0u281S80,] VII 1919882 049GGILIOd 2YI 
9911938 IZUISIfI9ZUI 9] pumb opuviadns “2ua,]]9p cu 
-v1d ]3p 047U39 jo ‘amouissosd S1H,112P 070] ]0p 3UuI9,]}9p 
ouvid jap nionf y 9° suorzisod vUn Dp (II)9I }} VIS 
-ods 0ua$1ss0,13p auvS9 11 ‘au? oddns$ pr 21uawuvId 
-1u09 189nb vpuoosto 249 VIIGOfOLP1 vISDI VUN BUD 
-40f vp opoui ul 3302ZIUvSIO 211INIISUOI 3YI 0110 0 
33198 0p 211mnp2509 0uos quH,}]ap g a 0 vnunqns 27 
“o. 434 qH.n2p vnulfo,] 
opuanunuip “nssa1 10 0I1npa3 0uadisso 1p vuIUONb D] 
DqUALUND DIOA DNS DV 92YI 19190419 1]59U Ddg 1 SUONZ 
-D.13U39UOI D]]ap 07ununv, pop apuadip 2utpnnav,}]0 
1194Q 1dwu33 u 07uawvIIvPP,T “0.1 49d qH,9p nu 
-1ffo,] azusuLioLIarm vinpow ‘“quissogp vv 07uvHOos 
D$9] 18 342 “1019043112 1759U Dad 1 VZUISAId 07 ‘dYOg 
012ff2,1 217uDIpa uu E0DH 1P 3UOZ013USIUOI V] OPuvI 
-usunv ‘97uauv31a Lipu? ainddo ‘amounuis:-N ons ]o 
omurunquvI 1P vULIOf 07308 “OD 0] 0Puvsa] ‘a7uau 
-0Ha211p “09 0]PP 0110dsv4I 1 vHRPODÎ qH.T  £0DH 
€0D D]19P 3UO!ZDIVAPITOP 190.19Q1 1UOIOIA IP RUDSA] 
po visodsiu ul 11nss2) 198U ©0119) 019S0]14 }1 DUNULII 
«ap 4og 0n2ffa,] ‘Hd pi uo? “0,] dad pnufo, ap su 
-ozo uva DT ‘0uasisso ouId ]1 dad vpanb v a40119dn8 
3701 00T YnUfo, un uoo 0uadisso oionb ons p 089] 
QH,1 :0ua$1ss0,]]9p 011m01ad009 nuvS ons jap vzuanSes — 
-U09 202 (2°7 02419 U) apro uis 3 ‘29a1u1 ‘Durgo BOI > 
-2,118p vuanb ‘t=]11H 1 23UDIS09) VIOGIIdI Ap0UoAZ 
-v4f gUOrZIINIOS 1P DaINI VUN VY VUIGO]ZOMU DT ‘(MIT 
]9p 2uorziupioo? vISIS 0] vdnz30 “0.] ‘auorziussisso 
odog ‘3vunssosd s1H.]]9P 010z0 1P 0UIOIO UN UCI 3 XI 
vuLitfiodojosd v]ap 1v4orid 0020 ip nuo cugonb 1 
uo? amuSadun 1uorzi ui p.1009 anbuo vY 23 ? ‘qH18S09p 
DIN O. QueuigisIonaI e53] eutgo[Soure [pp euu 
-nqns muSo ul 3 eutgo]Sonu eau aura oddna8 Il [19€] 


OTOLIdW95 130 OLNASSVIY 


:pumb e]ueAIp 10Id0.130.19)9 
T]}9xJ9 I SIOpujpuI Ep opowr ur esa]sa 0011}A us Ofjapow j9p suorzenba,1 


£-8£501-80-22 © 


19€ 


6 oqondv) = ELE 


274 Capitolo 9 


SHAANAN, B., (1983), «Structure of human oxyhaemoglo- 

bin at 2.1 A resolution», J. Mol. Biol., 171, pp. 31-59. 
TAKANO, T., (1977), «Structure of myoglobin refined at 2.0 À 

resolution», J.Mol. Biol. 110, pp. 537-568, 569-583. 


Meccanismo di legame dell'ossigeno all’emoglobina 


BALDWIN, J. e CHOTHIA, C., (1979), «Haemoglobin: structural 
changes related to ligand binding and its allosteric me- 
chanism», J. Mol. Biol., 129, pp. 175-220. 

BALDWIN, J., (1980), «Structure and cooperativity of hemo- 
globim», Trends Biochem. Sci., 5, pp. 224-228. 

Una recensione dell’articolo precedente. 

GELIN B.R., LEE, A.W.-N. e KaRrpPLUS, M., (1983), «Haemoglo- 
bin tertiary structural change on ligand binding», J. Mol. 
Biol., 171; pp. 489-559. Ì 

PERUTZ, M.F., (1970), «Stereochemistry of cooperative effects 

in haemoglobin», Nature, 228, pp. 726-734. 
Una pietra miliare in cui viene proposto il meccanismo 
di Perutz per la prima volta. Anche se in seguito sono 
stati modificati molti dettagli, il modello di base resta in- 
tatto. 

PERUTZ, M.F., (1979), «Regulation of oxygen affinity of he- 
moglobin», Annu. Rev. Biochem., 48, pp. 327-386. 

PERUTZ, M.F., (1980), «Stereochemical mechanism of oxygen 
transport in haemoglobin», Proc. R. Soc. London Ser., B, 
208, pp. 135-162. 

PERUTZ, M.F., FERMI, G., LUISI, B., SHAANAN, B. e LIDDINGTON, 
R.C., (1987), «Stereochemistry of cooperative mechanisms 
in hemoglobin», Acc. Chem. Res., 20, pp. 309-321. 


Effetto Bohr e legame del BPG 


ARNONE, A., (1972), «X-ray diffraction study of binding of 
2,3-diphosphoglycerate to human deoxyhaemoglobin», 
Nature, 237, pp. 146-149. 

ARNONE, A., (1974), «X-ray studies ofthe interaction of CO3 
with human deoxyhaemoglobin», Nature, 247, pp. 
143-145. 

BENESCH, R.E. e BENESCH, R., (1974), «The mechanism ofinte- 
raction of red cell organic phosphates with hemoglobin», 
Adv. Protein Chem., 28, pp. 211-237. 

KILMARTIN, J.V. e ROssi-BERNARDI, L., (1973), «Interactions of 
hemoglobin with hydrogen ion, carbon divide and or- 
ganic phosphatea», Physiol. Rev., 53, pp. 836-890. 

KILMARTIN J.V., (1976), «Interactions of haemoglobin with 
protons, CO» and 2,3-diphosphoglicerate», Br. Med. Bull., 
32, pp. 209-212. 

KILMARTIN, J.V., (1977), «The Bohr effect of human Haemo- 
globin», Trends Biochem. Sci., 2, pp. 247-249. 

LENFANT, C., TORRANCE, J., ENGLISH, E., FINCH, C.A., REYNA- 
FARJE, C., RAMOS, J. e FAURA, J., (1968), «Effect of altitude 
on oxygen binding by hemoglobin and on organic pho- 
sphate levels», J. Clin. Invest., 47, pp. 2652-2656. 

PeRUTZ, M.F., KILMARTIN, J.V., NISHIKURA, K., FOGG, J.H., e Bu- 
TLER, P.J.G., (1980), «Identification of residues contribu- 
ting to the Bohr effect of human haemoglobin», J. Mol. 
Biol., 138, pp. 649-670. 


Emoglobine anormali 


BELLINGHAM, A.]., (1976), «Haemoglobins with altered oxy- 
gen affinity», Br. Med. Bull., 32, pp. 234-238. 

Dyxkes, G., CREPEAU, R.H. e EDELSTENN, S.J., (1978), «Three- 
dimensional reconstruction of the fibers of sickle cell he- 


© 88-08-10538-5 


moglobin», Nature, 272, pp. 506-510. 

EATON, W.A. e HOFRICHTER, J., (1990), «Sickle cell hemoglo- 
bin polymerization», Adv. Prot. Chem., 40, pp. 63-279. 

MANNING, J.W., (1991), «Covalent inhibitors of the gelation 
of sickle cell hemoglobin and their effects on functions», 
Adv. Enzymol., 64, pp. 55-91. 

MORIMOTO, H., LEHMANN, H. e PERUTZ, M.F., (1971), «Molecu- 
lar pathology of human haemoglobin: stereochemical in- 
terpretation of abnormal oxygen affinities», Nature, 232, 
PP. 408-413. 

Nocuc4HI, C.T. e SCHECHTER, A.N., (1985), «Sickle hemoglobin 
polimerization in solution and in cells», Annu. Rev. Bio- 
phys. Biophys. Chem., 14, pp. 239-263. 

PADLAN, E.A. e Love, W.E., (1985), «Refined crystal structure 
of deoxyhemoglobin S»,J. Biol Chem., 260, pp. 8280-8291. 

PERUTZ, M.F. e LEHMANN, H., (1968), «Molecular pathology of 
human haemoglobin», Nature, 219, pp. 902-909. 

Uno studio basilare che correla i sintomi clinici con le 
alterazioni strutturali di numerose emoglobine mutanti. 

WATOWICH, H.J., Gross, L.J. e JOsEPHS, R., (1989), «Intermo- 
lecular contacts within sickle cell hemoglobin fibers», J. 
Mol. Biol., 209, pp. 821-828. 

WsLow, R.M. e ANDERSON, W.F., (1983), The hemoglobin- 
ophaties, in STANBURY, J.B., WYNGAARDEN, J.B., FREDRICK- 
son, D.S., GOLDSTEIN, J.L. e BROWN, M.S., (curatori), The 
metabolic basis ofinherited diseases 5? ed., pp. 1666-1710, 

* McGraw-Hill. 


Regolazione allosterica 


ACKERS, G.K. e SMITH, F.R., (1987), «The emoglobin tetramer: 
a three-state molecular switch for control of ligand affi- 
nity», Annu. Rev. Biophys. Biophys. Chem., 16, pp. 
583-609. i 
Presenta argomenti termodinamici che tendono a dimo- 
strare che il legame del ligande all’emoglobina è meglio 
descritto da un modello a tre stati. 

BALDWIN, J.M.A., (1976), «A model of co-operative oxygen 

_ binding to haemoglobin», Br. Med. Bull., 32, pp. 213-218. 

CANTOR, C.R. e SCHIMMEL, P.R., (1980), Biophysical chemistry, 
Capitolo 17, Freeman. 

EDELSTENN, S.J., (1975), «Cooperative interactions of hemoglo- 
bin», Annu. Rev. Biochem., 44, pp. 209-232. 

FERSHT, A., (1985), Enzyme structure and mechanism, 2? ed., 
Capitolo 10, Freeman. Trad. it.: Struttura e meccanismi 
d’azione degli enzimi, Zanichelli, 1989. 

KosHLAND, D.E., Jr., NÉMETHY, G. e FILMER, D., (1966), «Com- 
parison of experimental binding data and theoretical mo- 
dels in proteins containing subunits», Biochemistry, 5, pp. 
365-385. 

La formulazione del modello sequenziale per la regola- 
zione allosterica. 

MONOD, J., WyMan, J. e CHANGEAUX, J.-P., (1965), «On the na- 
ture of allosteric transitions: a plausible model», J. Mol. 
Biol., 12, pp. 88-118. 

L’esposizione del modello simmetrico per la regolazio- 
ne allosterica. 

SHULMAN, R.G., HOPFIELD, J.J. e OGAWA, S., (1975), «Alloste- 
ric interpretation of haemoglobin properties». Q. Rev. Bio- 
phys., 8, pp. 325-420. 

SzABo, A. e KARPLUS, M., (1972), «A mathematical model for 
structure-function relations in hemoglobin»,J. Mol. Biol., 


* 72, pp. 163-197. 


ui Na 


Emoglobina: funzione di una proteina in un microcosmo 275 


PROBLEMI 
[362] 


1. Lo stimolo a respirare nell’uomo deriva dall’elevato 
contenuto di CO, nel sangue; non esistono sensori fi- 
siologici diretti per la pO» del sangue. I sommozzato- 
ri spesso operano una iperventilazione (una respi- 
razione rapida e profonda per alcuni minuti) imme- 
diatamente prima di una immersione prolungata, pen- 
sando in questo modo di aumentare la quantità di os- 
sigeno contenuta nel loro sangue. Questa credenza de- 
riva dal fatto che l’iperventilazione reprime lo stimo- 

. lo a respirare, espellendo significative quantità di CO 
dal sangue. Alla luce di quanto sapete sulle proprietà 
dell’emoglobina, l’iperventilazione è una pratica uti- 
le? È sicura? Potete spiegare il perché? 


2. Spiegate perché il termine n nell'equazione di Hill non 
può essere più grande del numero di siti di legame 
per il ligande di una proteina. 


3. Nell’effetto Bohr, la protonazione dei gruppi ammi- 
nici N-terminali delle catene a dell'emoglobina è re- 
sponsabile di circa il 30% delle 0,6 moli di H* che si 
combinano con l’Hb dopo il rilascio di 1 mole di 07 
a pH 7,4. Assumendo che questo gruppo abbia un pK 
di 7,0 nell’ossiHb, quale sarà il suo valore nella deos- 
siHb? 


4. Essendo tra i favoriti alla vittoria nella maratona di 
La Paz in Bolivia, vi siete allenati per alcune settima- 
ne in quel posto per adattarvi alla sua altitudine di 
3 700 metri. Un fabbricante di attrezzature per l’atle- 
tica che sponsorizza un vostro avversario, vi ha invi- 
tati per il fine settimana ad una festa prima della cor- 
sa in una casa su una spiaggia vicina a Lima, nel Pe- 
ri, assicurandovi che sareste tornati a La Paz almeno 
un giorno prima della corsa. Nell’atteggiamento di 
questo signore vi è solo rispetto nei vostri confronti 
oppure è un tentativo di danneggiarvi ai fini della cor- 
sa? Spiegate il perché. 


5. Nei muscoli attivi, la pO può essere 10 torr alla su- 
perficie della cellula ed 1 torr nei mitocondri (gli or- 
ganelli in cui avvengono le reazioni del metabolismo 
ossidativo). Come fa la mioglobina a facilitare la dif- 
fusione dell’ossigeno attraverso queste cellule? I mu- 
scoli attivi consumano l’ossigeno molto più rapidamen- 
te degli altri tessuti. Potrebbe la mioglobina essere ef- 
ficace nel trasportare l’ossigeno negli altri tessuti? Spie- 
gate. 


6. Gli eritrociti che sono stati conservati per oltre una 
settimana nel mezzo standard acido-citrico-destrosio 
sono carenti di BPG. Discutete i vantaggi che si han- 
no nell’usare sangue fresco o sangue vecchio nelle tra- 
sfusioni. 


7. I seguenti dati di saturazione frazionale sono stati mi- 
surati in certo campione di sangue: 


pOz T'oz pOz Toz 
20 0,14 60 0,59 
30 0,26 70 0,66 
40 0,39 80 0,72 
50 0,50 90 0,76 


Qual è la costante di Hill e la pso di questo campione 
di sangue? È normale? 


Un individuo anemico, il cui sangue ha soltanto la metà 
del contenuto normale di Hb, può apparire in buona sa- 
lute. Un individuo normale non può però esporsi ad una 
quantità di monossido di carbonio (CO) che vada ad oc- 
cupare la metà dei suoi gruppi eme (pCO di 1 torr per 
circa un’ora; Il CO si lega all’Hb con un’affinità 200 vol- 
te superiore a quella dell’ossigeno). Spiegate perché. 


La struttura ai raggi X dell’Hb Rainier (Tyr 
1458 ——> Cys) indica che il residuo di Cys della for- 
ma mutante forma un ponte disolfuro con la Cys 938 
della stessa subunità. Questo fatto porta il residuo C- 
terminale in un orientamento diverso da quello che 
ha nell’HbA. Come saranno le seguenti proprietà 
dell’Hb Rainier, se confrontate con quelle dell’HbA? 
Spiegate il perché. (a) L’affinità per l’ossigeno, (b) l’ef- 
fetto Bohr, (c) la costante di Hill e (d) l'affinità del BPG. 


Il coccodrillo, che rimane sott'acqua senza respirare per 
un'ora e più, soffoca le sue prede e quindi si immerge 
per tutto il tempo che ha a disposizione. Questo ani- 
male è facilitato dal fatto che può utilizzare tutto l’os- 
sigeno del suo sangue, mentre l’uomo, per esempio, ne 
utilizza solo il 65%. L’emoglobina del coccodrillo non 
lega il BPG e la forma deossigenata lega preferenzial- 
mente il bicarbonato. In che modo queste proprietà 
dell’Hb aiutano il coccodrillo nelle sue immersioni? 
Il tempo di polimerizzazione (gelificazione) di una mi- 
scela equimolare di HbA e di HbS è minore di quello 
di una soluzione di sola HbS alla stessa concentrazio- 
ne che ha nella miscela. Che cosa implica questa os- 
servazione sulla partecipazione dell’HbA nella polime- 
rizzazione dell’HbS? 


Mostrate che l'equazione di Adair per un tetramero 
si riduce all’equazione di Hill se k1, k2 e k3 sono cir- 
ca uguali tra loro e molto maggiori di ky e diventa 
una curva iperbolica se le quattro costanti sono uguali. 


Derivate la costante di equlibrio della reazione 
Ra == T: usando il modello simmetrico per n pro- 
tomeri nei termini dei parametri di L, ce a. 


Derivate l'equazione della frazione di molecole di una 
proteina nello stato R, usando il modello omotropico 
simmetrico nei termini dei parametri n, L, ce a. Met- 
tete in grafico questa funzione con a=4, L=1000 e 
c=0 e discutete il significato fisico. 
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Figura 10.1 Le relazioni stereochimiche, mostrate con le proiezioni 
di Fischer, tra i p-aldosi con un numero di atomi i carbonio da tre 
a sei. La configurazione intorno dal C(2) (in rosso) distingue i membri 
di ogni coppia. 


La posizione del gruppo carbonilico nei chetosi sot- 
trae un centro asimmetrico a queste molecole rispet- 
to ai corrispondenti isomeri aldosici (per esempio, con- 
frontate il p-fruttosio con il D-glucosio). I chetosi con 
n-atomi di carbonio hanno quindi 2"-3 stereoisome- 
ri. Quelli con la funzione chetonica a livello del C(2) 
sono i più comuni (Fig. 10.2). Notate che alcuni di 
questi chetosi hanno nomi che derivano da quello 
del corrispondente aldosio in cui è stato inserito ul 
prima del suffisso osio. Quindi lo xilulosio è un che- 
tosio corrispondente all’aldosio xilosio. Il diidrossia- 
cetone, il D-fruttosio, il p-ribulosio e il D-xilulosio so- 
no i chetosi biologicamente più rilevanti. 


B. Configurazioni e conformazioni 


[366] Gli alcoli reagiscono con i gruppi carbonilici del- 


le aldeidi e dei chetoni per formare rispettivamente 
emiacetali ed emichetali (Fig. 10.3). Le funzioni os- 
sidriliche e quelle aldeidiche o chetoniche dei mono- 
saccaridi possono reagire intramolecolarmente for- 
mando emiacetali o emichetali ciclici (Fig. 10.4). Le 
configurazioni dei sostituenti di ogni atomo di que- 
sti anelli saccaridici sono descritte convenientemen- 
te dalle formule di proiezione di Haworth. 

Uno zucchero con un anello a sei membri viene 
detto piranosio in analogia con il pirano, il compo- 
sto più semplice che contiene questo anello. Gli zuc- 
cheri con anelli a cinque membri sono detti furano- 
si, in analogia con il furano. Le forme cicliche del 
glucosio e del fruttosio diventano quindi il glucopi- 
ranosio ed il fruttofuranosio. 
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< Figura 10.2 Le relazioni stereochimiche tra i p-chetosi aventi da tre 


a sei atomi di carbonio. La configurazione intorno al C(3) distingue 
i membri di ogni coppia. 
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\ a 
o R' OH - 
Alcol Chetone 
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Figura 10.3 Le reazioni degli alcoli con le aldeidi (a) per formare 
emiacetali e con i chetoni (b) per formare emichetali. 


Figura 10.4 Le reazioni del p-glucosio (a) nella sua forma lineare per 
formare l’emiacetale ciclico a-D-glucopiranosio e (b) del fruttosio nella 
sua forma lineare per formare l’emichetale a-D-fruttofuranosio. Gli 
zuccheri ciclici sono mostrati come proiezioni di Haworth e come 


modelli spaziali. (I modelli ottenuti con una grafica computerizzata 
sono dovuti alla cortesia di Robert Stodola, Fox Chase Center.) 
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282 Capitolo 10 


e dei chetosi tendono ad interconvertire così facil- 
mente, questi zuccheri possono subire le reazioni ti- 
piche delle aldeidi e dei chetoni. L’ossidazione blan- 
da di un aldosio, sia chimica che enzimatica, risulta 
nella conversione del suo gruppo aldeidico in una 
funzione carbossilica, formando quindi un acido al- 
donico, come l’acido gluconico. Il nome degli acidi 
aldonici viene composto aggiungendo il suffisso oni- 
co alla radice del nome dell’aldosio da cui l’acido de- 
riva. 


1C00H 
H-6—-0H 

HO-°6-H 
n-%6 —0H 
H-"6—0H 
°H,0H 


Acido p-gluconico 


Gli zuccheri con atomi di carbonio anomerici che non 
hanno formato legami glicosidici vengono detti zuc- 
cheri riducenti, per la facilità con cui il loro grup- 
po aldeidico riduce agenti ossidanti blandi. Un’anali- 
sì standard per identificare la presenza di uno zuc- 
chero riducente è la riduzione dell’Ag* in una so- 
luzione ammoniacale (reagente di Tollens) che for- 
ma una superficie metallica argentata all’interno della 
provetta di reazione. 

L’ossidazione specifica del gruppo alcolico pri- 
mario produce acido uronico, il cui nome viene 
composto aggiungendo il suffisso uronico alla ra- 
dice del nome dell’aldosio da cui deriva. Gli acidi 
b-glucuronico, p-galatturonico e p-mannuronico 
sono componenti importanti di molti polisaccaridi (ve- 
di formula a destra, in alto). 


H OH 


D-glucono-3-lattone p-glucurono-3-lattone 


Figura 10.9 Il p-glucono-&lattone ed il p-glucurono-è-lattone sono 
rispettivamente i lattoni dell’acido p-gluconico e dell'acido 
D-glucuronico. La lettera delta indica che l'atomo di ossigeno che 
chiude l'anello lattonico è un sostituente del C;. 
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56005 


Acido p-mannuronico 


Gli acidi uronici possono assumere sia forme lineari 
che furanosiche o piranosiche. 

Sia gli acidi aldonici che uronici hanno la forte ten- 
denza a formare esteri interni, lattoni a cinque o sei 
membri (Fig. 10.9). L’acido ascorbico (la vitamina 
C, Fig. 10.10) è un y-lattone sintetizzato dalle piante 
e da quasi tutti gli animali, eccetto i primati e le ca- 
vie (porcellini d’India). La sua prolungata deficienza 
nella dieta degli uomini porta alla comparsa della ma- 
lattia nota come scorbuto, causata dalla formazione 
non corretta del collageno (paragrafo 7-2). Lo scorbu- 
to deriva in genere, dalla mancanza di cibo fresco. 
In condizioni fisiologiche, l’acido ascorbico viene os- 
sidato reversibilmente ad acido deidroascorbico che 
viene poi idrolizzato irreversibilmente nell’acido di- 
chetogulonico (Fig. 10.10), privo di qualsiasi attivi- 
tà biologica. 

Gli aldosi ed i chetosi possono essere ridotti in con- 
dizioni blande, per esempio per trattamento con 
NaBH., per formare alcoli poliossidrilici, noti come 
alditoli; il loro nome viene formato unendo alla ra- 
dice del nome del composto da cui derivano, il suf- 
fisso itolo. Il ribitolo è un componente dei coenzimi 
flavinici (paragrafo 14.4) ed il glicerolo e l’acol po- 
liossidrilico ciclico mio-inositolo sono componenti 
importanti dei lipidi (paragrafo 11.1). Lo xilitolo è 
un dolcificante usato nei dolci «senza zucchero» (vedi 
formula alla pagina accanto). 
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CES Track 
H_ i —0H H—- ° —oH 
H_- i —0H HO— ti —H 
H—- î —0H H_ ii —0H 

CH,0H CH, OH 

D-ribitolo D-xilitolo 
HO OH 
THasE H OH 
CH,0H HO H 
H OH 
D-glicerolo mio-inositolo 


Altri derivati biologicamente importanti 
degli zuccheri 


[371 ] Le unità monosaccaridiche in cui un gruppo os- 
sidrilico è stato sostituito da un H vengono dette deos- 
si zuccheri. 

Quello biologicamente più importante tra questi 
zuccheri è il p-2-deossiribosio, il componente sac- 
caridico dello scheletro covalente del DNA. Il D- 
ramnosio ed il p-fucosio sono altri componenti co- 
muni dei polisaccaridi. 


CH,0H OH î 
HO O, 0H 
CHz 
H H 
H H 
OH H OH OH 


a-L-ramnosio 
(6-deossi-1-mannosio) 


8-D-2-deossiribosio 


H 
H O, OH 
CHg 
H HO 
OH H 
OH H 
B-L-fucosio 


(6-deossi-L-galattosio) 


Negli ammino-zuccheri, uno o più gruppi ossidrili- 
ci sono stati sostituiti da un gruppo amminico spesso 
acetilato. La D-glucosammina e la p-galattosam- 
mina fanno parte di numerosi polisaccaridi biologi- 
camente importanti. 


CH,0H CH,0H 


H O, H HO O, H 
H H 
OH H OH H; 
HO OH H OH 
H NH) H NH, 


a-D-galattosammina 
(2-ammino-2-deossi- 
a-D-galattopiranosio) 


a-D-glucosammina 
(2-ammino-2 deossi- 
a-D-glucopiranosio) 


NH—C—CHy 
CH3g—C—C00H | Residuo di acido 
i D-lattico 


Acido N-acetilmuramico (NAM) 


Il derivato degli ammino-zuccheri acido N-acetil- 
muramico, che è costituito da N-acetilglucosam- 
mina in legame etere con l’acido p-lattico, è un 
componente delle pareti cellulari batteriche (paragra- 
fo 10.3B). L’acido N-acetilneuramminico, che è un 
derivato dell’N-acetilmannosammina e dell’acido pi- 
ruvico (Fig. 10.11) è un importante costituente delle 


glicoproteine (paragrafo 10.3C) e dei glicolipidi (pa- 


(0) =" o= vi CORE 
HO—C -2H 0=C. H:0-.0=0 
Il o == | 0 I 
HOT Î (0) Di oO= È 
Dai La H—- i —O0H 
ca Borstrati HOC 
CH,OH CH,OH CH,0H 
Acido L-ascorbico Acido Acido 


L-deidroascorbico L-dichetogulonico 


Figura 10.10 L’'ossidazione reversibile dell'acido L-ascorbico in aci- 
do L-deidroascorbico, seguita dalla idrolisi fisiologicamente irreversi- 
bile del suo anello lattonico per formare acido dichetogulonico. 


01S01qOT99I 


0ISOONTA) 
HO H 


*IUNLUOD IpiseddesIip IUNDjV ZL'OL Banîiy 
0ISOONIN) 
HO H 


OISO3Z1EUIOSI 
01S00N]5) 
HO H 1=10) H 


0ISOONTI) 


OISOVITT 


HO H HO H 


ojos a]uasaid 3 ae; jap oIatgponz 0 (orsoueIIdo9 
-n15-a-g- <—— T)-msopereS-a-g-0] orsoner n[Sze] 
‘ISELIOA 
-UI 0AHOWI 0SS9]S 0] Jad 0} ap aura ‘Isepisoon[d-v ] 
‘ossaoo1d 0]sanb ezzifereo auo ewrzua,] è oMmLisA 
-UI 0I19IINZ ISEO TUMO]E UI 0}}ap SULA 0]EZZI[OIpI 
OISO.IEDIES JI ‘M160 9] è D1180.13S9P BP BOIN}]O SUOIZEJOI 
Eop suorzeszIpouI apueis eun ep ejeuSedurosse 3 
OISONNIF-A 3 0IS00N[B-A E 0ISOIEIIES [Ip ISTOIPII 
“ep? ossHIns Tr eodun 3u100) 
ApuaonpLiI 0I9YIONZ OUN 2 Uou cIsoTEs99Es TI ezuandas 
-U09 IP a 9[09A]OUI anPp al[ap IOLIFUIOUE TUOQUEI 19P 37 
«nb ouos ruorzisod anp ajsanb 249 3JEJON ‘orson; I 
Jed (2)0 T pa cIsconi$ pi Jad (1)O TI 2019 ‘oorprsoogs 
aurea] ge ouedivaLied ago IIO]E 178 ENIPur (7 <«— I) 
ojoqurs JI an0p ‘apisouemmzo;mi;-a-d-(% <«— 1) 
-misouesdoon[8-a-0-0 Ipumb euaarp orsores9es 
TI “girum anp 2] sostun 249 awe] II a aTILIFTUIOUE 
SULIO] 010] 3] ‘Qquasasd qjaue Ip td I ‘Torpriesoesou 
«ou Huatoduoo 0.10] 1 a eoIzioads euSosiq ‘TpriessesIp 
TE 0DI]eula]sIis amoU Un arep Jog “X I8Sti re Isgeu 
-e.IIEp e}euLISFUOI Od è ewLIC ELIOSAp aUorZeE[gawI 
ET[PP BONUS) E] 2 ]}UeIpauI ETIGRIS NJ (2T°01 ‘St3) emi 


CISOMBH 
OISOON]N) OISOON]I) 
HO H HO H 


OISOIBIIVS 


OISOVMI.J 


H HO 
Ù € 


z 9 
Ho°HÒ 
d/ OH Ha 


H YoT°H90H H Vo 
I 
HO°HO, 
«m_I]s ens EI “EJoAR] Ep 0u9Y9INZ FUICI 0}OU 0]jOUI 23 ID 
a ajeloSaa ouSa: T opny ul ajuasard 3 ‘ouepuogge 


nId spiressesIp pi ‘orsoe9DESs II ‘(2T7°01 ‘S13) IPIUEO 
-DESIP I LOI IPLIBIIESI[OÀ Ip oIpnjs 0] OUTETZIU] [ #2£] 


ipuessesig ‘g 


“tpriesseso8 * 


-I[O 1[{S9p auorzewI.IOJU09 E] a TeoIzI]uapi Jod gun cuos 
ITEUOISUSUNPIQ NIN 2UIUIS) AT ‘s1e}9]dsa ep 2109 
«UE A YPISILI ms EIS E[093]OUI Ep sUOIzeZzIUESIO] 
“ns eIS HUEAS]LI TUOIZEUIIOJUI 2.ITUIO} OUOSSOd ammIos 
-ou0os ampmn.ls a[[op Ianb uoo nou rpriessesosto 
IP Der [E amddo eoruo]o1d auorznjosii eIje pe JIN 
upads Sap o]uoazuoo I ‘(vT:9 orerSered) aurazo1d 
etms Isepydadosa al[ap suorze pe eSofeue esoruewi 
UI (0.19QI] COLISUIOUE OIUOQUEI IP CUIO]E UN Ip EOUELI 
249 EIuIaI]sa,]) SpLIessEsosI]o {ap aJueonpli uou 
EMUIA.1]}S9. {EP OUOOSOUOILI SUI SpriessesouowI ]I 2) 
«uswreoImads otononuni ‘isepisogpe[eS-g è] ordurasa 
Jod ‘tunzu5 Nsant) ‘Isepisoorgfosa ayozivads op 
«Uesn 2]}euTuLI9]3p aJassa ouossod apLiessesosgo un ul 


S£-8£501-80-82 © 


SEE 1P110290SYOd 3 113YIINZ 


Palza 


IPIIEDIESOUOWI Ip suoIrzemSIzuoo E] a ezuanbas ET 
‘(aes ojexSeaed) essewi Ip erdoos 
-oIN}ads eun uo efeuIquuoo (975) epmbu-ses erzeaS 
“o}ewIo.IO Jod MesmnuapIi oxXpos Ip cuosuzsA nenaw 
TPLIEDDESOUOWI ] ‘191P18071]8 NuvS] 19 1UO1ZISOd 3] Ou 
-UDI9ZUISIILAANI 17091fi19ISI IPIUOIFOSOUOUL MS 14IG1] 19 
-14p1sso 1ddnu8 1 ‘010zz4ospi 10d 3 37URU VIA AdWUd09 07 
-001fi1931S9 UNA IPLUVITOSOSHO UN IS ‘07URUVIIDLI 038 
-anb vp 11301 0uOSUzn 191P18071]8 NUVSZ] 1 AsJUSU ‘DPI90 
181]O4P1,]]0 12USISISIL OUOS 0ILIZULOUD OIUOGUDI TP CU 
-030,]]7nS UOU 197]129U 119389 173 :QLIOMEH UBULION Ep 
0g, IUUE IS9U Elopos]ui ‘auoIZErauI E[[ap Bomuoz2] 
E[ U0I HEZZI[EUE alassa 0UOSSOd IpiIed9EsOU0UI 19p 
TUTeSa] ] ‘IOIPrIEooEsouo0uI ]uauoduroo LEA I Huasald 
ouos Mo UTI aurpio, [fe SuIsISUI ‘TueS2] I pa LISUIOUE 
IONS I MESIFI]UAPI ‘EIMUSPI ENs E] EIEUTULIS]OP IS SYI 

2pertoli apLiessesosIfo un Ip QUOIzZezziIoizIeo ET 
*OOTUTUI TUE IMIUTI}99e-N-0 
OpIioE.]  COTUTEMUITT]a9e-N-g oproe ajuamieoIzioads es 
-3] 3UO ‘(omi[so ams ey ago a;ueuriniSSe 01)9JJa.ITEp 
PALISP 2UIOU ONs ]I) cueIS [op auriof |pp eurungnjs 
-Se.] ‘otsoutetI-d-0 Ip a cIsoon[8-0-0 Ip Mpisai a]juStI 
-eomvads esa] aUp ‘010188; [PP V eurgeaAEuEdUOd E] 
OUOS IA 2NIOSOUOI CI[{SAUI UTI] 3] BIL ‘LI9]}eg PU a 
ITEWITUE I[S9u aYOTE Huasasd cuos ew ‘ateofaa awis 
“110 Ip ouos ‘Oxos Ip ‘a rIaTPOnZ 0uESz] ayo autszor1d 
ouos 2Un]oa] 37 ‘oprensia 0]sanb e 20t801]Jo 2]USULIE] 
-0otTed Poru9s] PUN 2 2uTLIa] SUICI 2JOU A}EZZIIQOUI 
“un autajo1d uoo (de's ofessered) emutggze 10d erpeaS 
-O}EWIOID ET ‘(9 a 5 yerSered) aurazord stop su 
-orzeogimd e] Jad nesn Konb e trumnS 191}9.10J0.1}}9]9 
pa pPu_elso;euro1o m]uawmpsvo1d a]uerpawi eJen}}oj 
-Ja aJossa qnd nerprogueo Ip suorzeoIi.md et [Ez] 


NEIPIOGIED 19p ISIEUV *Y 


“TPLIEO 
-oesqod op aImuna]s 3] SJEUTULI9]AP 2]}E3S OUOS ATIOI 
Opue2urjo}}os OUISISIZIU] “IprIessesttod Ip Nuepuoq 
-qe nid Isse]o a][op Ejoridord a] a emqyna)s e] OUISIP 
-a1 Ipumb a “tpriessestp 1 ‘toIgduias nid IpriessesIfod 
Top e.myns e] owrsIsInosIip opersSesed o3sanb ul 
‘“TMIUTJop 
U2q a powi IYDOd ur 0}uUE]os cus 0] eoyrwei Ionb 
2 aJesur] 2 Ipriessesijod isp aÌred 101858u e[ ‘cuni 
-10J JJ ‘9prIgooesototI un Ip roqupisso IddniS 19p Is 
-erspenb cun ep opez arassa ond 02rprso01]8 sweSz! II 
‘13091fiuma 349 1103UN VIS 119uOd ounuLIof “n1aInU 
1pw00 1]89p 3 3u12301d 3]]9p 0110.13U09 TO “puvososgod I 
‘sannodu azuanbas ur oueuIS]Te IS YI 
TprIessesouowI IP idr rYIOd ep o]uej[os Hsoduroo 1} 
-Jaga ur ouos Issa ‘aurazo1d a7[ap affenb auroo areLIeA 
ordrvutid Ip eau ur owossod IprIessesIjodo.19)3 Sap 


£-8£501-80-88 @ 


agorpriesoesouonI azuanbas 2] as aUpuVy ‘orsone]es 
[PP LIsumpod cuos ruepe]es 1 aIquaui ‘01s00n[S [op 
rIoum]od cuos rueonjé 1 ‘orduresa ag *EDIISUIOUONI 
EIIUM 0.10] E[[PP EHJUAPI.TE asEq UI 2} USTULIOLIS]M ISTAIP 
-pns aJassa cuossod rpriesoestpodowro 175) ‘Idi RIA ep 
O IPLIEDSEsSsOUOTI IP odr ojos UN Ep 1Mmmi]SO9 CUEIS 
ao Epuosas E ‘TpriessesIfodo.13)3 amddo priesses 
“Trodowro 3uU109 MEOIFISSE]o 0UOS ISSH ‘19Ip1s001]8 ture 
-2] Ep aWISISUI HESA] IPLIEDIESOUOUI TP OUO]SISTOI ‘TU 
+29I]S IP a UO Ji U0I apUE nou ‘Tprressestod I [ZE] 


ICRIVIIVSITOd ‘€ 


PITEIS 
Tpioe Ip aurou YI uoo neopui ossads cuosusA HEeALISPp 
TONS I pa COTMIUTUTE MIUTT99E-N OPIOE.T ‘(ATTI OFeISEI 


‘oisouuewi jap aÌed a (n/g ui) odIAnIId Opioe — 
Ip onpisa! ji BIOdIODUI ODISOUEIIA 0|jBUE,; aYI aIEION ‘EIISOUEIIÀ @ 
SICaUI] BUIO] BNS Ejjall ODIUILULIEINU]HaDe-N Opide,] LL'OL BanDig 


(8o1souBAId EuLI03) 
OOTUTUIUICIMAUTTZ99B-A OPIOV 


HO°HO 
| 
HO-9-H 34 
| 
HO-9--H 
| H HO 
HO H 
H H 
q £ i 
HOO9 0 N—O—*HO 
H_ Il 
H (0) 
(oro euLI03) 
OC2TUTULUTRINIUTIJ9IE-AT OPIOV 
HO°H9 
I 
HO—-D-H 
| 
HO-9-H 
BUIUNUTe SO UCI | 
-T1199€-N H— O —OH 
| 
H_ CL o — ‘HO 
] 
HO-9TH (6) 
gi 
osrannd dari 
OPpnE IP) o=9 
onpisag I 
HOO9 


Falza 


0° qondoD = 52% 


286 Capitolo 10 


376 


nel latte dove la sua concentrazione varia da 0 al 7%, 
a seconda della specie. Il carbonio anomerico libero 
del glucosio rende il lattosio uno zucchero riducente. 


I neonati hanno normalmente nel loro intestino l’enzi- 
ma B-p-galattosidasi o lattasi che idrolizza il latto- 
sio nei suoi componenti monosaccaridici per l’assorbi- 
mento nel flusso sanguigno. Molti adulti, compresi la 
maggior parte dei neri e praticamente tutti gli orienta- 
li, hanno bassi livelli di questo enzima (come molti 
mammiferi adulti). Di conseguenza, il lattosio presen- 
te nel latte che essi bevono arriva attraverso il loro 
tratto digestivo al colon dove la sua fermentazione bat- 
terica produce grandi quantità di CO-, Hz e di acidi 
organici irritanti. Questa condizione, imbarazzante e 
molto spesso dolorosa, viene detta intolleranza al lat- 
tosio. Forse è per questo motivo che la cucina orienta- 
le, nota per la grande quantità e varietà di cibi, non 
utilizza prodotti contenenti latte. Recentemente, le mo- 
derne tecnologie alimentari sono venute in aiuto degli 
amanti del latte che sviluppano l’intolleranza al latto- 
sio. È ora commercialmente disponibile latte in cui il 
lattosio è stato idrolizzato enzimaticamente. Sfortu- 
natamente per gli amanti dei fagioli, non esiste in com- 
mercio un prodotto analogo in cui siano state rimosse 
le ben note proprietà di produrre gas dei fagioli, che 
dipendono appunto dalla presenza di oligosaccaridi in- 
digeribili, ma che possono essere fermentati dai batteri. 


Esistono diversi disaccaridi glucosil-glucosio molto co- 
muni. Uno di essi è il maltosio [0-a-D-glucopiranosil- 
(1 — 4)-a-p-glucopiranosio], un prodotto dell’idro- 
lisi enzimatica dell’amido; l’isomaltosio è l’isomero 
a(1 —> 6) ed il cellobiosio è l’isomero B(1 —> 4), 
il disaccaride ripetitivo della cellulosa. 

In natura sono presenti in quantità significative so- 
lo pochissimi trisaccaridi o oligosaccaridi superiori 
e sono tutti di origine vegetale. 


C. Polisaccaridi strutturali: 
cellulosa. e chitina 


[376] Le piante hanno una parete cellulare rigida (Fig. 
1.9), che, per poter mantenere la forma della cellula, 
deve sopportare differenze di pressione osmotica tra 
gli spazi extracellulari e gli spazi intracellulari fino 
a 20 atmosfere. 

Nelle piante superiori, come gli alberi, le pareti cel- 
lulari devono svolgere anche funzioni di supporto. 
La cellulosa, il principale componente strutturale delle 
parete delle cellule delle piante (Fig. 10.13), rappre- 
senta circa la metà del carbonio presente nella bio- 
sfera: si pensa che vengano sintetizzati e degradati 
circa 1015 kg di cellulosa ogni anno. Anche se la cel- 
lulosa è prevalentemente di origine vegetale, è pre- 
sente anche nel rivestimento esterno rigido di alcuni 
invertebrati marini, detti tunicati (Fig. 1.11). 
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Figura 10.13 Fotografia al microscopio elettronico delle fibre di cellu- 
losa nella parete cellulare dell’alga Chaetomorpha. Notate che la pa- 
rete cellulare è costituita da strati di fibre parallele. (Biophoto Asso- 
ciates.) 


La struttura primaria della cellulosa è stata deter- 
minata con la tecnica della metilazione. La cellulosa 
è un polimero lineare contenente fino a 15 000 resi- 
dui di glucosio (un glucano) legati tra loro da legami 
glicosidici B(1 —> 4) (Fig. 10.14). Come accade per 
i grandi polisaccaridi, la cellulosa non ha una gran- 
dezza definita, in quanto, al contrario delle proteine 
e degli acidi nucleici, non vi sono stampi determina- 
ti geneticamente che dirigano la sua sintesi. 

Studi ai raggi X delle fibre di cellulosa hanno por- 
tato Anatole Sarko a proporre la struttura riportata 
nella Fig. 10.15. Questa struttura molto coesiva e con 
legami idrogeno conferisce alle fibre di cellulosa 
un’eccezionale resistenza e le rende insolubili in ac- 
qua, nonostante la loro idrofilicità. 

Nelle pareti delle cellule vegetali, le fibre di cellu- 
losa sono immerse in una matrice costituita da alcu- 
ni polisaccaridi contenenti glucosio ed altri monosac- 
caridi. Nel legno, questa matrice cementante contie- 
ne anche una grande quantità di lignina, un poli- 
mero fenolico simile alla plastica. Basta osservare un 
albero in un giorno ventoso per capire l’enorme re- 
sistenza delle pareti cellullari delle piante; essi sono 
come i «materiali compositi», rinforzati da barre di 
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Figura 10.14 La struttura primaria della cellulosa. in queste molecole 
n può arrivare ad alcune migliaia. 


acciaio. I materiali compositi possono sopportare gran- 
di tensioni, poiché la matrice distribuisce le forze di 
tensione su tutti i materiali di rinforzo. 

[377 | Nonostante i vertebrati non possiedano un en- 
zima capace di idrolizzare i legami 6(1 —> 4) della 
cellulosa, i tratti digestivi degli erbivori contengono 
microorganismi simbiotici che secernono una serie 
di enzimi chiamati collettivamente cellulasi. Lo stes- 
so accade per le termiti. La degradazione della cellu- 
losa è un processo lento, in quanto le catene di glu- 


Figura 10.15 Modello strutturale propo- 
sto per la cellulosa. Le fibre di cellulosa 
sono costituite da circa 40 catene gluca- 
niche parallele completamente estese. 
Ogni unità di glucosio, legata alle altre 
con legami 8(1 —> 4), è ruotata rispet- 
to a quella precedente e viene mantenu- 
ta in questa posizione da legami idroge- 
no intracatena (linee tratteggiate). Le ca- 
tene glucaniche si allineano [lateralmente 
formando strutture a foglietto. Questi fo- 
glietti sono ammassati l’uno sull’altro e 
sono però sfalsati per la lunghezza di 
mezza unità di glucosio. L'intera struttu- 
ra viene stabilizzata da legami idrogeno 
intermolecolari tra le unità di glucosio di 
catene vicine. Per maggiore chiarezza, nel 
disegno non sono stati riportati gli atomi 
di idrogeno che non partecipano alla for- 
mazione di legami idrogeno. 


cano ammassate e tenute unite da legami idrogeno 
non sono facilmente accessibili alle cellulasi e non 
si separano nemmeno dopo aver idrolizzato molti 
dei loro legami glicosidici. La digestione di piante 
fibrose, come l’erba da parte degli erbivori, è quin- 
di un processo più complesso e lungo della digestio- 
ne della carne da parte dei carnivori (i bovini hanno 
stomaci con molti comparti e devono ruminare). Ana- 
logamente la decomposizione di piante morte ad ope- 
ra di funghi ed altri organismi e la distruzione di 
case di legno da parte delle termiti spesso richiede 
anni. 

La chitina è il componente strutturale principale 
dell’esoscheletro degli invertebrati come i crostacei, 
gli insetti e i ragni; essa è anche presente nella pare- 
te cellulare della maggior parte dei funghi e di mol- 
te alghe. È quindi abbondante quasi quanto la cel- 
lulosa. La chitina è un omopolimero di residui di 
N-acetilglucosammina legati con legami B(1 —> 4) 
(Fig. 10.16) e differisce dalla cellulosa per avere il 
gruppo OH in ogni C(2) sostituito da una funzione 
acetamidica. L’analisi ai raggi X ha stabilito che la 
chitina e la cellulosa hanno strutture simili. 
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290 Capitolo 10 


[381][382] 


ogni 8-12 residui di glucosio. Il grado di polimerizza- 
zione del glicogeno è ugualmente simile a quello del- 
l’amilopectina. Nella cellula, il glicogeno viene de- 
gradato dalla glicogeno fosforilasi, che rompe se- 
quenzialmente mediante fosforolisi i legami 
a(1 —> 4) del glicogeno a partire dall’estremità non 
riducente, formando glucosio-1-fosfato. La struttu- 
ra altamente ramificata del glicogeno, che presenta 
molte estremità non riducenti, permette la rapida mo- 
bilizzazione del glucosio in base alle richieste meta- 
boliche. I legami a(1 —> 6) delle ramificazioni ven- 
gono rotti da un enzima deramificante. Questi enzi- 
mi hanno funzioni rilevanti nel metabolismo del glu- 
cosio e sono discussi nel paragrafo 17.1. 


E. Glicosamminoglicani 


[381] Gli spazi extracellulari, in particolare quelli del 


CH,0H 


H OH H NHCOCH, 


D-glucuronato N-acetil-p-glucosammina 


Ialuronaio 


H OH H NHCOCH3 
D-glucuronato N-acetil-p-galattosammina- 
4-solfato 
Condroitin-4-solfato 
COO7 CH,0S03 


H OH  H 


NHCOCH; 


N-acetil-D-galattosammina- 
6-solfato 
Condroitin-6-solfato 


D-glucuronato 


Figura 10.20 Le unità disaccaridiche ripetitive dei glicosamminogli- 
cani comuni. | gruppi anionici sono mostrati in rosso ed i gruppi 
N-acetilamminici sono in blu. 
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tessuto connettivo, come la cartilagine, i tendini, la 
pelle ed i vasi sanguigni, sono costituiti da fibre di 
collageno e di elastina (paragrafi 7.2C e 7.2D) immer- 
se in una matrice, simile ad un gel, detta sostanza 
di base. Questa è composta in gran misura da glico- 
samminoglicani (alternativamente, mucopolisacca- 
ridi), polisaccaridi non ramificati costituiti da un’al- 
ternanza di residui di acidi uronici e di esosammine. 
Le soluzioni di glicosamminoglicani sono viscide e 
con una consistenza simile al muco, che deriva dalla 
loro elevata viscosità ed elasticità. Nei paragrafi se- 
guenti, discuteremo l’origine strutturale di queste im- 
portanti proprietà meccaniche. 


Acido ialuronico 


[382 ]L’acido ialuronico è un importante compo- 
nente glicosamminoglicanico della sostanza di base, 


CH,0H 


H oH 9 H NHCOCH, 
L-iduronato N-acetil-p-glucosammina- 
4-solfato 
Dermatan solfato 
CH,0H EH2050; 


H OH H NHCOCH, 
D-galattosio N-acetil-p-glucosammina- 
6-solfato 
Cheratan solfato 
CH,0SO; 
H O, H 
H 
4 
OH & LL O 
H OSO; H NHSO; 
D-glucuronato-2-solfato N-solfo-D-glucosammina- 
6-solfato 


Eparina 


[383] 


Zuccheri e polisaccaridi 291 
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Figura 10.21 Struttura ai raggi X della fibra di Ca?* ialuronato. il 
polianione ialuronato forma un'elica sinistrosa estesa a catena singo- 
la, con tre unità disaccaridiche per giro, stabilizzata da ponti idroge- 
no intramolecolari (linee tratteggiate). Gli atomi di H e di Ca?* so- 
no stati omessi per chiarezza. (Fonte: WINTER, W.T. e ARNOTT, S., 
J. Mol. Biol., 117, p. 777, 1977.) 


del liquido sinoviale (il fluido che lubrifica le giun- 
zioni) e l’umore vitreo degli occhi. È di solito pre- 
sente anche nelle capsule che circondano alcuni tipi 
di batteri, di norma patogeni. Le molecole di acido 
ialuronico sono composte da 250 a 25000 unità di- 
saccaridiche unite da legami B(1 — 4); le unità di- 
saccaridiche contengono acido D-glucuronico e 
N-acetilglucosammina uniti da legami B(1 —> 3) (Fig. 
10.20). Il carattere anionico dell’acido ialuronico gli 
consente di legare saldamente ioni metallici come il 
potassio, il sodio ed il calcio. L’analisi ai raggi X della 
fibra mostra che il Ca?* ialuronato forma un'elica 
a singola catena particolarmente estesa e di tipo sini- 
strorso, con tre unità disaccaridiche per giro (Fig. 
10.21). 

Le proprietà strutturali dello ialuronato si adattano 
molto bene alle sue funzioni biologiche. La sua ele- 
vata massa molecolare e il gran numero di gruppi 
anionici che tendono a respingersi rendono la mole- 
cola altamente idratata e rigida; infatti in soluzione 
questa molecola occupa un volume 100 volte più gran- 
de di quanto non sia quello secco. Le soluzioni di 
ialuronato hanno una viscosità che dipende dalla de- 
formazione (un oggetto sottoposto a uno stress de- 
formante ha applicate due forze uguali e contrarie 
a due facce contrapposte). A bassa velocità di defor- 
mazione le molecole di ialuronato formano masse ag- 
grovigliate che impediscono il flusso; cioè la soluzio- 
ne è vischiosa. Quando la forza di deformazione au- 
menta, le molecole di ialuronato tendono ad allinear- 
si con il flusso e quindi ad offrire una resistenza mi- 
nore. Questo comportamento viscoelastico rende le 
soluzioni di ialuronato un ottimo agente biologico per 
la lubrificazione e per l’assorbimento dei traumi. 

L’acido ialuronico e gli altri glicosamminoglicani 
(vedi più avanti) sono degradati dalla ialuronidasi, 
che idrolizza i legami B(1 — 4) della molecola. La 
ialuronidasi è presente in una grande varietà di tes- 
suti animali, nei batteri (dove probabilmente facilita 
l'invasione dei tessuti) e nelle tossine degli insetti e 
dei serpenti. 


Altri glicosamminoglicani 


[383 ] Gli altri componenti glicosamminoglicanici della 
sostanza di base sono costituiti da 50 a 1000 unità 
disaccaridiche contenenti gruppi solforici. Le strut- 
ture prevalenti di queste sostanze in genere molto 
eterogenee sono riportate nella Fig. 10.20. 

I glicosamminoglicani più rilevanti sono: 


1. Il condroitin-4-solfato (dal greco: chondros, car- 
tilagine), uno dei componenti principali della car- 
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[386] 


covalente, formando un gruppo diverso di macro- 
molecole note come proteoglicani (chiamate anche 
mucoproteine). Le fotografie al microscopio elettro- 
nico (Fig. 10.22a) insieme ad esperimenti di ricostru- 
zione hanno mostrato che i proteoglicani hanno una 
architettura molecolare simile ad una spazzola per 
pulire le bottiglie (Fig. 10.225), le cui subunità del 
proteoglicano (cioè i peli irti della spazzola) sono 
attaccati non covalentemente ad uno scheletro fila- 
mentoso di acido ialuronico ad intervalli di 200-300 À. 

Le subunità del proteoglicano sono costituite da un 
nucleo proteico a cui sono legati dei glucosammino- 
glicani, molto spesso cheratan solfato e condroitin sol- 
fato. Vi sono numerosi tipi di nuclei proteici; quelli 
della cartilagine hanno una massa molecolare varia- 
bile da 200 a 300kD (questi sono tra i polipeptidi più 
grandi sintetizzati all’interno della cellula). La por- 
zione N-terminale di questo nucleo proteico molto 
esteso forma una regione globulare di 60-70 kD che 
si lega non covalentemente all’acido ialuronico, un 
legame stabilizzato da una proteina di legame con 
una massa di 40-60 kD, I carboidrati legati al nucleo 
proteico dividono questa struttura in tre regioni (Fig. 
10.22b): 


1. Un segmento N-terminale, che comprende la re- 
gione globulare che si lega all’acido ialuronico, con- 
tiene un numero relativamente piccolo di catene 
di carboidrati. Esse sono in genere oligosaccaridi 
legati covalentemente alla proteina attraverso l’a- 
tomo di N amidico di uno specifico residuo di Asn 
(paragrafo 10.3C). 

2. Una regione ricca in oligosaccaridi, molti dei qua- 
li servono come punti di ancoraggio per le catene 
di cheratan solfato. Gli oligosaccaridi sono legati 
covalentemente all’atomo di O della catena latera- 
le di specifici residui di Ser o Thr del nucleo pro- 
teico. 

3. Una regione C-terminale ricca in condroitin solfa- 
to, che è legato mediante atomi di O a residui di 
Ser del nucleo proteico attraverso il trisaccaride 
galattosio-galattosio-xilosio. 


La catena centrale di acido ialuronico, che varia in 
lunghezza da 4000 a 40000 À, può avere associati 
a sé fino a 100 nuclei proteici, ognuno dei quali lega 
circa 50 catene di cheratan solfato, ciascuna compo- 
sta da circa 250 unità disaccaridiche, e circa 100 cate- 
ne di condroitin solfato costituite da più di 1000 uni- 
tà disaccaridiche. Questo spiega l'enorme massa mo- 
lecolare di molti proteoglicani, massa che può arri- 
vare anche a 10 milioni di dalton, ed il loro grado 
di polidispersività (le differenze nelle masse moleco- 
lari tra i vari tipi di proteoglicani). 
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Si è recentemente osservato che i proteoglicani pos- 
sono funzionare da modulatori di alcuni fattori di 
crescita (proteine che favoriscono la crescita o il dif- 
ferenziamento delle loro cellule bersaglio; paragrafo 
33.4C). Per esempio, il fattore basico di crescita 
dei fibroblasti (bFGF) si lega all’eparina oppure al- 
le catene di eparan solfato dei proteoglicani e viene 
riconosciuto dal suo recettore solo se complessato con 
questi glicosamminoglicani. Poiché il legame del bFGF 
all’eparina o all’eparan solfato protegge il bFGF dalla 
degradazione, il rilascio di questo fattore di crescita 
dalla matrice extracellulare per proteolisi delle pro- 
teine del nucleo dei proteoglicani oppure per parzia- 
le degradazione dell’eparan solfato rappresenta un 
meccanismo di rifornimento di complessi bFGF- 
glicosamminoglicani attivi. 

Anche altri fattori di crescita interagiscono con i 
proteoglicani. È stato suggerito che la distribuzione 
ubiquitaria ed abbondante dei proteoglicani possa li- 
mitare l’azione di questi fattori di crescita sulle loro 
cellule bersaglio a brevi distanze dalle cellule che se- 
cernono i fattori; questo fenomeno ha probabilmen- 
te un’elevata importanza nella formazione e nel man- 
tenimento dei tessuti. 


Le proprietà meccaniche della cartilagine 
dipendono dalla sua struttura molecolare 


[386 ] La cartilagine è costituita da un reticolo di fi- 
bre di collageno, riempito di proteoglicani, i cui com- 
ponenti (condroitin solfato e nucleo proteico) intera- 
giscono specificamente con il collageno. 

La resistenza alla tensione della cartilagine e di altri 
tipi di tessuto connettivo, come abbiamo visto nel pa- 
ragrafo 7.2C, è una conseguenza del loro contenuto 
in collageno. La caratteristica elasticità della cartilagi- 
ne deriva invece dal suo elevato contenuto in proteo- 
glicani. La struttura estesa a spazzola dei proteoglica- 
ni e la stessa natura polianionica dei loro componenti 
condroitin solfato e cheratan solfato portano questo 
complesso a risultare fortemente idratato. L’applica- 
zione di una pressione sulla cartilagine fa uscire l’ac- 
qua da queste regioni cariche per effetto dello schiac- 
ciamento, fino a che le repulsioni carica-carica non 
impediscono un'ulteriore compressione. 

Quando viene tolta la pressione, l’acqua viene rias- 
sorbita dal tessuto. La cartilagine nelle articolazioni, 
che mancano di vasi sanguigni, viene nutrita da que- 
sto flusso di liquido determinato dai movimenti del 
corpo. Questo fatto spiega perché la cartilagine delle 
articolazioni diventa sottile e fragile dopo un lungo 
periodo di inattività. 


[387] [388] 
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B. Le pareti cellulari batteriche 


[387]I batteri sono circondati da una parete cellula- 
re rigida che conferisce loro una forma caratteristica 
(Fig. 1.1) e consente di sopravvivere in un ambiente 
ipotonico (con una concentrazione minore di quella 
intracellulare), che altrimenti porterebbe al rigonfia- 
mento della cellula fino alla rottura della membrana 
plasmatica (esplosione). Le pareti cellulari dei batteri 
hanno un significato medico molto rilevante, in quan- 
to da esse dipende la virulenza del batterio (cioè 
la capacità di provocare una malattia). Infatti i sinto- 
mi di molte malattie provocate dai batteri possono 
essere indotte negli animali con la semplice iniezio- 
ne delle loro pareti cellulari. Gli antigeni caratteri- 
stici (i marker immunologici; paragrafo 34.2) dei bat- 
teri sono componenti della parete e quindi l’iniezio- 
ne di preparazioni di questa struttura in un animale 
genera spesso l'immunità contro questi batteri. 

I batteri vengono classificati come gram-positivi 
oppure gram-negativi a seconda che siano in grado 
o meno di assumere la colorazione di gram (paragra- 
fo 1.1B). I batteri gram-positivi (Fig. 10.23a) hanno 
una parete cellulare spessa (circa 250 À) che circon- 
da la loro membrana plasmatica, mentre i batteri 
gram-negativi (Fig. 10.23b) hanno una parete cellula- 


(a) Batteri gram-positivi 


Peptidoglicano 
(parete cellulare) 


Membrana 
plasmatica 


Citoplasma 


Membrana esterna 
Peptidoglicano 
(parete cellulare) 
Spazio 
periplasmatico 
Membrana 
plasmatica 


Citoplasma 


Figura 10.23 Rappresentazione schematica di sezioni, di batteri gram- 
positivi (a) e gram-negativi (b). i 


re sottile (circa 30 À) ricoperta da una complessa 
membrana esterna. 


Le pareti cellulari dei batteri 
contengono un reticolo peptidoglicanico 


[388 ] Le pareti cellulari sia dei batteri gram-negativi 
che dei batteri gram-positivi sono costituite da poli- 
saccaridi legati covalentemente a catene polipeptidi- 
che, che formano una molecola a forma di sacca che 
incapsula completamente la cellula. Questo reticolo, 
la cui struttura fu determinata in gran parte da Jack 
Strominger, viene chiamato peptidoglicano oppu- 
re mureina (dal -latino: murus, parete). La compo- 
nente polisaccaridica consiste di catene lineari di 
N-acetil-glucosammina (NAG) e acido N-acetilmuramico 
(NAM) alternati e legati da legami B(1 —— 4). Il resi- 
duo di acido lattico presente nel NAM forma un 
legame amidico con un tetrapeptide contenente 
D-amminoacidi, producendo l’unità ripetitiva del pep- 
tidoglicano (Fig. 10.24). Le catene vicine e parallele 
di peptidoglicano sono legate covalentemente median- 
te ponti trasversali formati dalle catene laterali dei 
loro tetrapeptidi. Nel batterio gram-positivo Staphi- 
lococcus aureus, il cui tetrapeptide ha una sequenza 
L-Ala-D-isoglutammil-L-Lys-D-Ala, il ponte trasversa- 
le è costituito da una catena pentaglicinica che si 
estende dal gruppo carbossilico terminale di un te- 
trapeptide al gruppo amminico e di un residuo di 
Lys in un tetrapeptide vicino. La parete cellulare dei 
batteri contiene diversi strati concentrici di peptido- 
glicano, probabilmente legati tra loro in un’organiz- 
zazione tridimensionale; i batteri gram-positivi pos- 
sono avere anche venti di questi strati. 

I residui di D-amminoacidi dei peptidoglicani ren- 
dono la molecola resistente alle proteasi. Il lisozima, 
però, presente nelle lacrime, nel muco e in altre se- 
crezioni corporee, come pure nell’albume dell’uovo, 
catalizza l’idrolisi dei legami glicosidici 61 — 4) tra 
i residui di NAM e di NAG. Quindi, il trattamento 
dei batteri gram-positivi con lisozima porta alla di- 
struzione delle loro pareti cellulari e conseguente- 
mente alla loro lisi (i batteri gram-negativi sono resi- 
stenti alla degradazione da parte del lisozima). Il li- 
sozima fu scoperto nel 1922 dal batteriologo inglese 


Alexander Fleming, il quale notò che uno schizzo 


di muco prodotto da uno starnuto era in grado di 
dissolvere una coltura batterica. Fleming sperò che 
il lisozima fosse l’antibiotico universale che egli cer- 
cava; in effetti, questo enzima è clinicamente ineffi- 
cace contro i batteri patogeni. La struttura ed il mec- 
canismo d’azione del lisozima sono riportati nel -pa- 
ragrafo 14.2. 
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La superficie esterna dei batteri gram-negativi è 
ricoperta da polisaccaridi complessi e spesso insoliti 
noti come antigeni O, che caratterizzano ogni cep- 
po batterico (Fig. 10.28). L’osservazione, che i ceppi 
mutanti di batteri patogeni mancanti degli antigeni 
O non sono invece patogeni, indica che queste strut- 
ture partecipano al riconoscimento della cellula ospi- 
te. Gli antigeni O, come implica il loro nome, rappre- 
sentano anche le strutture utilizzate dal sistema im- 
munitario dell’ospite per identificare i batteri che 
stanno invadendo l’organismo come estranei (para- 
grafo 34.2A). Gli antigeni O sono soggetti a rapide 
alterazioni mutazionali che generano nuovi ceppi bat- 
terici che l’organismo ospite all’inizio non può rico- 
noscere (le mutazioni avvengono nei geni che codifi- 
cano gli enzimi che sintetizzano gli antigeni O). Que- 
sto è un aspetto delle strategie che vengono usate 
nella guerra tra gli agenti patogeni invasori ed i si- 
stemi di difesa dell’organismo. 


C. Struttura e funzione delle glicoproteine 


Le catene di carboidrati delle glicoproteine 
sono molto diversificate 


[391] Gli oligosaccaridi si legano alle proteine median- 
te due sistemi diversi: i legami N (attraverso un ato- 
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Figura 10.28 Alcuni dei monosaccaridi insoliti presenti negli O-antigeni 
dei batteri gram-negativi. Solo di rado questi zuccheri vengono ri- 
scontrati in altri organismi. 
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Figura 10.29 Oligosaccaridi con legami N-glicosidici. (a) Il legame 
ad una proteina di tutti gli oligosaccaridi mediante ponti N-glicosidici 
si genera tra un residuo di Asn in una sequenza amminoacidica 
Asn-X-Ser/Thr (in rosso), dove X è un qualsiasi amminoacido, ed un 
residuo di N-acetilglucosammina. (b) Questi oligosaccaridi hanno un 
nucleo ramificato composto da (NAG),(mannosio):. (0) Alcuni esem- 
pi di oligosaccaridi legati con legami N-glicosidici. (Fonte: SHARON, 
N. e Lis, H., Chem. Eng. News, 53(13), p. 28, 1981.) 
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mo di azoto) ed i legami O (attraverso un atomo di 
ossigeno). L’analisi della sequenza delle glicoprotei- 
ne ha portato alle seguenti generalizzazioni sul pun- 
to di attacco degli oligosaccaridi. 


1. Nei legami N-glicosidici (legami N), un residuo di 
NAG è invariabilmente legato (legame tipo 6) all’a- 
tomo di azoto amidico di un residuo di Asn nella 
sequenza Asn-X-Ser oppure Asn-X-Thr, dove X rap- 
presenta qualsiasi residuo amminoacidico eccetto 
Pro, o Asp (Fig. 10.29a). Gli oligosaccaridi che uti- 
lizzano questo tipo di legame hanno di solito un 
nucleo caratteristico (la sequenza più interna; Fig. 
10.29b), i cui residui periferici di mannosio sono 


legati ad altri residui di mannosio o di NAG. A _. 


loro volta, questi residui possono essere legati ad 
altri residui saccaridici, in modo da creare la gran- 
de diversità tra questi oligosaccaridi N-legati. Al- 
cuni esempi di questi oligosaccaridi sono mostrati 
nella Fig. 10.29c. 
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Figura 10.30 Alcuni legami O-glicosidici di oligosaccaridi a glicopro- 
teine (in rosso). 


2. Il più comune legame O-glicosidico coinvolge il nu- 
cleo disaccaridico f-galattosil-(1 —> 3)-a-N- 
acetilgalattosammina legato (con legame tipo a) al 
gruppo OH di residui di Ser o di Thr (Fig. 10.300). 
Meno di frequente, residui di galattosio, di man- 
nosio o di xilosio formano un a-O-glicoside con 
un residuo di Ser o di Thr (Fig. 10.30b). Il galatto- 
sio forma legami O-glicosidici con residui di 
5-idrossilisina del collageno (paragrafo 7.2C). Ad 
ogni modo non sembra possibile poter effettuare 
nessun’altra generalizzazione sugli oligosaccaridi 


con legami O-glicosidici. Essi infatti possono va- 
riare come dimensioni da un solo residuo di galat- 
tosio, come nel collageno a oltre 1000 unità disac- 
caridiche nei proteoglicani. 

3. Gli oligosaccaridi tendono a legarsi alle proteine 
in regioni che formano gomiti 8. Insieme al fatto 
che essi hanno un carattere idrofilico, questa os- 
servazione indica che gli oligosaccaridi si estendo- 
no dalla superficie delle proteine verso l’ambiente 
circostante e non partecipano alla loro struttura 
interna. Le strutture ai raggi X delle poche glico- 
proteine fino ad ora analizzate, quelle della im- 
munoglobulina G (paragrafo 34.28) e dell’emag- 
glutinina del virus dell’influenza (paragrafo 
32.4B) concordano con le ipotesi sopra tracciate. 
Ulteriore conferma arriva dal fatto che la rimo- 
zione degli oligosaccaridi non altera significativa- 
mente la struttura tridimensionale della proteina. 


Nei pesci antartici sono presenti 
proteine anticongelamento 


[392]I pesci antartici vivono in un’acqua che ha una 
temperatura di — 1,9 °C, molto inferiore alla tempe- 
ratura di congelamento del loro sangue, calcolata in 
base al contenuto in sali e molecole neutre. Questi 
pesci non congelano per la presenza di glicoprotei- 
ne anticongelamento, sostanze cha abbassano il 
punto di congelamento dell’acqua due volte più effi- 
cacemente di una uguale quantità di NaCl, che su 
basi molari, rende queste proteine circa 500 volte più 
efficaci del NaCl. A differenza del NaCl che viene 
escluso dalla struttura del ghiaccio che si sta forman- 
do, le glicoproteine anticongelamento sono incluse 
nella fase solida del ghiaccio, ma non hanno nessun 
effetto sulla sua temperatura di fusione. 

Le glicoproteine anticongelamento sono composte 
quasi completamente dal tripeptide Ala-Ala-Thr ri- 
petuto oltre 50 volte ed ogni residuo di Thr è glicosi- 
lato dal disaccaride f-galattosil(1 —> 3)-a-N- 
acetilgalattosammina (Fig. 10.300), dove R corrispon- 


de a un CH3. Studi all’NMR hanno dimostrato che 


il gran numero delle unità disaccaridiche rigide pre- 
senti in uno spazio così ristretto forzano le glicopro- 
teine anticongelamenio ad assumere una conforma- 
zione a forma di corda flessibile. Sorprendentemen- 
te la rottura di tre soli legami peptidici nella glico- 
proteina abolisce completamente le proprietà anticon- 


gelanti. Anche se il meccanismo d’azione delle glico-.. 


proteine anticongelamento non è ancora noto, i cri- 
stalli di ghiaccio che si formano in una soluzione con- 
centrata di glicoproteine anticongelamento hanno una 
struttura insolita fibrosa e quindi si pensa che queste 
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397 


na della glicoproteina da quello funzionale. Si pensa 
che questa organizzazione serva ad estendere il do- 
minio funzionale (qualcosa di simile al pomello di 
una maniglia) al di sopra del glicocalice molto com- 
patto della cellula (il rivestimento spesso e lanugino- 
so formato da glicoproteine e glicolipidi; paragrafo 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


[397 ]I carboidrati sono aldeidi o chetoni poliossidri- 
lici con una composizione approssimata di (C - H20)n, 
e sono importanti componenti dei sistemi biologici. 
I vari monosaccaridi come il ribosio, il fruttosio, il 
glucosio ed il mannosio, differiscono nel numero di 
atomi di carbonio, nella posizione dei loro gruppi car- 
bonilici e nella loro configurazione diastereomerica. 
Questi zuccheri esistono prevalentemente in forma di 
emiacetali o di emichetali che, per gli anelli a cinque 
oa sei membri, vengono detti rispettivamente fura- 
nosi 0 piranosi. Le due forme anomeriche di questi 
zuccheri ciclici possono interconvertire per mutarota- 
zione. Gli zuccheri piranosici hanno anelli non plana- 
ri con conformazioni a barca e a sedia simili a quelle 
del cicloesano sostituito. I polisaccaridi sono tenuti 
uniti da legami glicosidici tra le unità monosaccaridi- 
che vicine. I legami glicosidici non vanno incontro a 
mutarotazione. I monosaccaridi possono essere ossi- 
dati ad acidi aldonici e glicuronici, oppure ridotti a 
alditoli. Nei deossizuccheri, un gruppo OH viene sosti- 
tuito da un H e da un gruppo ammino negli ammino- 
zuccheri. 

È possibile purificare i carboidrati con metodi cro- 
matografici ed elettroforetici. A questo riguardo è par- 
ticolarmente utile la cromatografia per affinità, usan- 
do le lectine. Le sequenze ed i legami dei polisaccaridi 
possono essere determinati con la tecnica della meti- 
lazione ed usando specifiche esoglicosidasi. Informa- 
zioni simili possono essere ottenute mediante studi 
all’NMR. La cellulosa, il polisaccaride strutturale delle 
pareti cellulari delle piante, è un polimero lineare di 
residui di glucosio legati con legami B(1 —> 4). Essa 
forma una struttura fibrosa con molti legami idroge- 
no di eccezionale resistenza che le piante immergono 
in una matrice amorfa. L’amido, il polisaccaride che 
funziona da riserva di cibo nelle piante, è costituito 
da una miscela di a-amilosio, un polimero di glucosio 
lineare con legami a(1 —> 4), e da amilopectina, un 
polimero ramificato com legami a(1 —> 4), mentre 
le ramificazioni partono da legami a(1 — 6). Il gli- 
cogeno, il polisaccaride di deposito degli animali, è 
simile all’amilopectina, ma è molto più ramificato. 
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11.3D). Questo sistema consente al dominio funzio- 
nale di interagire con le macromolecole extracellula- 
ri che non possono penetrare nel glicocalice. Di con- 
seguenza, i polisaccaridi legati con legami O oppure 
N possono avere un’importanza vitale nei processi 
di riconoscimento biologico. 


La digestione dell’amido e del glicogeno viene iniziata 


dall’a-amilasi ed è completata da specifici enzimi in-' 


testinali legati alla membrana. 

I proteoglicani della sostanza di base sono aggrega- 
ti con un’elevata massa molecolare, molti dei quali 
hanno una struttura a forma di spazzola per pulire 
le bottiglie. Le loro subunità proteoglicaniche sono com- 
poste da un nucleo proteico a cui sono legati covalen- 
temente glicosamminoglicani, di solito condroitin sol- 
fato e cheratan solfato. Il reticolo rigido di una pare- 
te batterica è costituito da catene contenenti un’alter- 
nanza di residui di NAG e di NAM legati tra loro 
da legami B(1 —> 4) attaccati con legami trasversali 
a piccoli polipeptidi; il tutto viene ad assumere una 
forma a sacco che racchiude il batterio. Il lisozima 
rompe i legami glicosidici tra i residui di NAG e di 
NAM dei proteoglicani. La penicillina inattiva specifi- 
camente gli enzimi coinvolti nella formazione dei le- 
gami trasversali dei peptidoglicani. Queste due sostan- 
ze determinano la lisi dei batteri suscettibili. I batteri 
gram-positivi contengono acidi teicoici legati covalen- 
temente ai loro peptidoglicani. I batteri gram-negativi 
hanno membrane esterne con polisaccaridi insoliti e 
complessi detti antigeni O. Questi partecipano al rico- 
noscimento della cellula ospite e sono importanti nel- 
l’innesco della risposta immunitaria nell’ospite. Gli 
oligosaccaridi si legano alle proteine solo in pochi mo- 
di. Nel legame N-glicosidico, un residuo di NAG viene 
legato all’atomo di azoto amidico di un residuo di 
Asn in una sequenza Asn-X-Ser(Thr). Nei legami O- 
glicosidici, gli oligosaccaridi sono legati a residui di 
Ser 0 Thr e all’idrossilisina nel collageno. Gli oligosac- 
caridi sono localizzati sulla superficie delle glicopro- 
teine. Queste hanno funzioni che spaziano su tutto 
il campo delle attività delle proteine, ma la funzione 
dei loro carboidrati non è ancora nota. Le glicoprotei- 
ne anticongelamento abbassano il punto di congela- 
mento dell’acqua molto più di uguali quantità di NaCl, 
interferendo apparentemente con la formazione dei 


cristalli di ghiaccio. Le proprietà viscoelastiche del mu-. 


co dipendono in gran parte dai gruppi oligosaccaridi- 
ci carichi negativamente del suo componente mucina. 
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La ribonucleasi B differisce dalla ribonucleasi A, fun- 
zionalmente indistinguibile e priva di carboidrati, so- 
lo per la presenza nella sua molecola di un singolo 
oligosaccaride. 

I gruppi di carboidrati delle glicoproteine nella mem- 
brana plasmatica sono sempre localizzati sulla fac- 
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306 Capitolo 11 


[400 ][401][402] 


stanze ad esse correlate. I processi biochimici media- 
ti dalle membrane che abbiamo citato prima saran- 
no trattati invece in capitoli successivi. 


1. CLASSIFICAZIONE DEI LIPIDI 


[400]! lipidi (dal greco: lipos, grasso) sono sostanze 
di origine biologica, solubili nei solventi organici come 
il cloroformio, ma pochissimo solubili in acqua. 1 grassi, 
gli oli, alcune vitamine e ormoni, e la gran parte dei 
componenti non proteici delle membrane sono lipidi. 
In questo paragrafo discuteremo la struttura e le pro- 
prietà fisiche delle principali classi di lipidi. 


A. Acidi grassi 


[401 ] Gli acidi grassi sono acidi carbossilici con lun- 
ghe catene idrocarburiche (Fig. 11.1). Essi sono di ra- 
do liberi in natura, ma sono presenti in forma esteri- 
ficata come componenti principali dei vari tipi di li- 
pidi descritti in questo capitolo. I tipi più comuni di 
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acidi grassi biologici sono elencati nella Tabella 11.1. 
Nelle piante e negli animali superiori, gli acidi grassi 
predominanti sono le specie Cig e C13 comprendenti 
gli acidi palmitico, oleico, linoleico e stearico. Gli 
acidi grassi con meno di 14 atomi di carbonio o con 
più di 20 atomi di carbonio sono meno frequenti. 
La maggior parte degli acidi grassi hanno un numero 
pari di atomi di carbonio, in quanto vengono sinte- 
tizzati mediante la concatenazione di unità a due ato- 
mi di carbonio (paragrafo 23.4C). Più della metà de- 
gli acidi grassi delle piante e degli animali sono insa- 
turi (contengono doppi legami) e spesso sono anche 
polinsaturi (contengono due o più doppi legami). Gli 
acidi grassi dei batteri sono solo di rado poliinsaturi, 
ma sono ramificati, idrossilati, o contengono anelli 
di ciclopropano. Acidi grassi insoliti sono presenti 
negli oli o nelle cere (esteri di acidi grassi e di alcoli 
a catena lunga) e sono prodotti dalle piante. 


Le proprietà fisiche degli acidi grassi 
variano con il loro grado di insaturazione 


[402] La Tabella 11.1 indica che il primo doppio le- 


E =] 
Struttura 


Simbolo* . Nome comune Nome sistematico t.f.(°0)** 
Acidi grassi saturi 
12:0 Acido laurico Acido dodecanoico CH3(CH.) COOH 44,2 
14:0 Acido miristico Acido tetradecanoico CH3(CH,)1,CO0H 52 
16:0 Acido palmitico Acido esadecanoico CH3(CH)+COOH 63,1 
18:0 Acido stearico Acido ottadecanoico CH3(CH3);, COOH 69,6 
20:0 Acido arachidico Acido eicosanoico CH3(CH);gCOOH 75,4 
22:0 Acido beenico Acido docosanoico CH3(CH;),gCO00H 81 
- 24:0 Acido lignocerico Acido tetracosanoico CH3(CH):,COOH 84,2 
Acidi grassi insaturi (tutti i doppi legami hanno una configurazione cis) 
16:1 Acido palmitoleico Acido 9-esadecenoico CH3(CH)sCH = CH(CH,),COOH -0,5 
18:1 Acido oleico Acido 9-ottadecenoico È CH3(CH)7CH = CH(CH,),COOH 13,4 
18:2 Acido linoleico Acido 9,12-ottadecadienoico CH3(CH2)4(CH = CHCH)),(CH,)gCOOH -9 
18:3 Acido a-linolenico Acido ° CH3CH(CH = CHCH-):(CH.)}gCOOH —17 
9,12,15-ottadecatrienoico 
18:3 Acido y-linolenico Acido 6,9,12-ottadecatrienoico — CH3(CH)x(CH = CHCH;)3(CH,)};COOH 
20:4 Acido arachidonico Acido 
5,8,11,14-eicosatetraenoico CH3(CH)4(CH = CHCH)4(CH,),COOH — 49,5 
20:5 EPA Acido CH3CH3(CH = CHCH;)(CH.),COOH — 54 
5,8,11,14,17-eicosapentaenoico 
24:1 Acido nervonico Acido 15-tetracosenoico CH3(CH),CH = CH(CH,),;3COOH 39 


e e e e nm (© 


* Numero degli atomi di carbonio: Numero dei doppi legami. 


** Temperatura in funzione di °C. 


Fonte: Dawson, R. MC., EuoTt, D.C., ELuott, W.H. e Jones, K.M., Data for Biochemical Research, 2a ed., Capitolo 11, Clarendon Press, 1969. 


zioni in quanto sono relativamente libere di ruotare 
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Si OE i Pisi Si 308 Si Pisi I doppi legami degli acidi grassi hanno quasi sem- 
Fo, 1 1 ic pre una configurazione cis (Fig. 11.1). Il doppio lega- 
tu pi pe E me genera nella catena idrocarburica dell’acido grasso 
aa ana ana aa un gomito rigido con un angolo di 30° che interfe- 
qua qa GHz Sa risce con l’impacchettamento delle molecole e gli spa- 
CHy CHy CHy CHy zi risultano meno riempiti. La conseguente riduzio- 
/ / / / ne delle interazioni di van der Waals causa una di- 
Se î E à cd si SE 3 minuzione del punto di fusione dell’acido grasso in 
CHo CHo CHo CHa parallelo al suo grado di insaturazione (Tabella 11.1). 
ca, ch, ca, ch, Allo stesso modo, la fluidità dei lipidi aumenta con 
\ \ \ \ il grado di insaturazione dei loro componenti. Que- 
Sa HL Ha 2 La Hr Ha sto fenomeno, come vedremo nella paragrafo 11.3B, 
CHo 90 of € ha importanti conseguenze per le proprietà delle 
VE, Log Le pe membrane. 
/ HH, E cu H° CH, 
CHo / Hr 7 H_ ; . 
\A, CHa 120 120 B. Triacilgliceroli 
dA CHa TA ae } P È 
CHa Ha H CHy i CH, [403]I grassi e gli oli presenti nelle piante e negli 
CHo a i è «dl animali sono costituiti da miscele di triacilgliceroli 
/ CHo Ga sai (detti anche trigliceridi oppure grassi neutri). Que- 
Se a ch CHo ps ste sostanze non polari ed insolubili in acqua sono 
CHo ta da, TL esteri del glicerolo, in cui tutti i suoi tre ossidrili 
da, Vasi \ CHa sono esterificati con acidi grassi: 
\ CHy Bs 18 : 
16 Ha “ ‘CH>—0H 
Acido Acido Acido —. Acido-a- 2 LAT 
stearico oleico linoleico linolenico j 
Figura 11.1 Formule di struttura di alcuni acidi grassi Cg. | doppi x “CH, —0H 
legami hanno una configurazione cis. FORA 
(0) 
game di un acido grasso comune è presente tra gli 10H ei 
atomi di carbonio C(9) e C(10), cominciando a conta- | 2 o 
re dall’atomo di carbonio carbossilico (un 4° oppure Are Il "i 
un doppio legame 9). Negli acidi grassi poliinsaturi, CH di 2 
i doppi legami tendono ad essere presenti a livello .l Il 
di ogni terzo atomo di carbonio a partire dal gruppo CH, —-0—C—R3 
metilico terminale della molecola (ad esempio, Triacilglicerolo 


—CH=CH—CH,_CH=CH—). I doppi legami negli 
acidi grassi poliinsaturi non sono quasi mai coniuga- 
ti (cioè, —CH=CH—CH=CH—). I tripli legami non 
sono praticamente riscontrabili negli acidi grassi e 
negli altri composti di origine biologica. 

Gli acidi grassi saturi sono molecole molto flessibili 
che possono assumere una vasto campo di conforma- 


Negli animali i triacilgliceroli funzionano come riser- 
va energetica e sono ‘quindi la classe di lipidi più ab- 
bondante, anche se non sono componenti delle mem- 
brane biologiche. 

I triacilgliceroli differiscono in base all’identità ed 
alla posizione dei tre residui di acido grasso nella lo- 
ro molecola. I cosiddetti triacilgliceroli semplici con- 
tengono un solo tipo di residuo di acido grasso e so- 
no contraddistinti da una nomenclatura che rispec- 
chia questa caratteristica. 

Per esempio, il tristearoilglicerolo o tristearina 
‘contiene solo residui di acido stearico, mentre il trio- 
leoilglicerolo o trioleina ha tre residui di acido olei- 
co. I più comuni triacilgliceroli misti contengono 


intorno ai loro legami C—C. La loro conformazione 
estesa è quella con un minimo di energia poiché que- 
sta disposizione minimizza le interferenze steriche 
tra i gruppi metilenici di catene vicine. I punti di 
fusione degli acidi grassi saturi, come quelli della 
maggior parte delle sostanze, aumenta con la massa 
molecolare (Tabella 11.1). 
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(a) CH, (b) 
| HyC-NT-CH, 
ca, 
CH, 
ò 
-0-P=0 
o E 
‘mtc ‘CH 
O O 
c=0 G=c 
(CH), (CH) 
cn CH, 
c—n 
(CH), 
CH, 


1-stearoil-2-oleoil-3-fosfatidilcolina 


Figura 11.4 Il glicerofosfolipide 1-stearoil-2-oleoil-3-fosfatidilcolina: 
(a) formula molecolare nella proiezione di Fischer e (b) modello spa- 
ziale. (Per gentile concessione di Richard Pastor, FDA.) 


no dette anche lecitine; i difosfatidilgliceroli, i glice- 
rofosfolipidi «doppi», sono chiamati cardiolipine (in 
quanto furono per la prima volta isolati dal muscolo 
cardiaco). 

I plasmalogeni sono glicerofosfolipidi in cui il so- 
stituente sul C(1) del glicerolo è legato mediante un 
legame etere «,8-insaturo nella configurazione cis, 
e non dal solito legame estere. 


(0) (0) 

ch c=o 
da Ra 

R. 


Un plasmalogeno 


L’etanolammina, la colina e la serina rappresentano 
le teste polari più comuni dei plasmalogeni. 
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D. Sfingolipidi 


[406] Gli sfingolipidi, che sono tra i principali costi- 
tuenti delle membrane, sono derivati degli amminoal- 
col C:g sfingosina e diidrosfingosina (Fig. 11.5) e 
dai loro omologhi Cig, C17, Cig € C20. I loro derivati 
con gli acidi grassi legati all’atomo di azoto ammini- 
co (legame N), i ceramidi, 


oH H OH 
mo-—G-E 
mf 

scio gus "È HO 
R (CHa) 12 

CHy 


Un ceramide 


sono presenti solo in piccole quantità nelle piante e 
nei tessuti animali, ma sono i precursori di altri sfin- 
golipidi più abbondanti: 


1. Le sfingomieline, gli sfingolipidi più comuni, so- 
no ceramidi che hanno un gruppo fosfocolinico 
o fosfoetanolamminico (Fig. 11.6) e quindi posso- 
no essere classificati come sfingofosfolipidi. An- 
che se le sfingomieline differiscono chimicamente 
dalla fosfatidilcolina e dalla fosfatidiletanolam- 
mina, la loro conformazione e la loro distribuzio- 
ne di cariche sono abbastanza simili. Il rivesti- 
mento di mielina membranosa che circonda ed 
isola elettricamente molti assoni delle cellule ner- 
vose (paragrafo 34.4C) è particolarmente ricca in 
sfingomielina. 


a 
HOCHo— ° = 0 i =C— (CHo);9 = CHg 
+ 
H3N OHH 
Sfingosina 
Ti 
. HOCHo— en È — CHa — CHo —(CHo);o — CHy 
+ 
HgN OH 
Diidrosfingosina 


Figura 11.5 | centri chiralici sul C(2) e sul C(3) della sfingosina e 
della diidrosfingosina hanno le configurazioni mostrate nelle proie- 
zioni di Fischer. Il doppio legame nella sfingosina ha una configura- 
zione trans. 


[#07] [208] 
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(2) CHz 


1, 
Riti) —CHg 
Di 
Testa polare 
di fosfocolina cHz 
î 
OSt=05 
Ro 
, CH, — 7 > x —_H 
de de 
o= ti HO 
Residuo di x 
palmitato (OHa)1a (CHa)1o 
CHg CHg 


Una sfingomielina 


(b) 


Figura 11.6 Una sfingomielina: (a) formula di struttura nella proiezio- 
ne di Fischer e (b) modello spaziale. Si noti la somiglianza conforma- 
zionale ai glicerofosfolipidi (Fig. 11.4). (Per gentile concessione di 
Richard Pastor, FDA). 


2. I cerebrosidi, gli sfingoglicolipidi più semplici, 
sono ceramidi con una testa polare costituita da 
un singolo residuo saccaridico. I galattocerebro- 
sidi, che sono molto rappresentati nelle membra- 
ne delle cellule neuronali, hanno come testa pola- 
re un f-D-galattosio. 


CH,0H 


Residuo di 
B-D-galattosio 


Sfingosina 


e 
H,C-0—_CH 
NH CH 
| Il 
ag RO 
3 R (CHo);9 
Residuo di I 
acido grasso CHy 


Un galattocerebroside 


I glucocerebrosidi, che hanno invece un resi- 
duo di 8-p-glucosio, sono presenti nelle membra- 
ne di altri tessuti. I cerebrosidi, al contrario dei 
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fosfolipidi, mancano del gruppo fosforico e sono 
quindi più frequentemente composti non ionici. 1 
residui di galattosio di alcuni galattocerebrosidi 
sono però solforilati nella posizione C(3), forman- 
do i composti ionici detti solfatidi. Gli sfingogli- 
colipidi più complessi contengono come testa po- 
lare oligosaccaridi non ramificati composti da quat- 
tro residui saccaridici. i 

I gangliosidi formano il gruppo di sfingoglicoli- 
pidi più complesso. Essi sono ceramidi con una 
testa polare costituita da un oligosaccaride che con- 
tiene tra i suoi residui saccaridici almeno un resi- 
duo di acido sialico (acido N-acetilneuramminico 
ed i suoi derivati; paragrafo 10.1C). Le strutture 
dei gangliosidi Gm, Gm2 e Gg, tre degli oltre 60 
conosciuti, sono mostrate nella Fig. 11.7. I gan- 
gliosidi sono presenti nella membrana alla super- 
ficie della cellula e costituiscono una frazione si- 
gnificativa dei lipidi del cervello (il 6%). Gli altri 
tessuti contengono i gangliosidi, ma in quantità 
inferiori. 


o 


[407 ]I gangliosidi hanno importanti significati me- 
dici e fisiologici. Le loro teste polari con carboidrati 
complessi che si estendono dalla superficie esterna 
della membrana della cellula agiscono come recetto- 
ri per alcuni ormoni glicoproteici pituitari che rego- 
lano un certo numero di importanti funzioni fisiolo- 
giche (paragrafo 34.4A). I gangliosidi sono i recettori 
anche delle tossine batteriche, come la tossina del co- 
lera (paragrafo 34.4B). Sembra che anche i gangliosi- 
di siano specifici determinanti nel riconoscimento 
cellula-cellula e quindi operano probabilmente nella 
crescita e nel differenziamento dei tessuti e pure nella 
carcinogenesi. Disordini nella demolizione dei gan- 
gliosidi sono responsabili di alcune malattie eredi- 
tarie con disfunzioni nella conservazione degli 
sfingolipidi, come la malattia di Tay-Sachs, che 
sono sempre caratterizzate da una degenerazione 
neurologica fatale (paragrafo 23.8C). 


E. Colesterolo 


[ 408 ] Gli steroidi, la maggior parte dei quali è di ori- 
gine eucariotica, sono derivati del ciclopentanope- 
ridrofenantrene (Fig. 11.8). Il più chiacchierato, il 
colesterolo (Fig. 11.9), è sicuramente lo steroide più 
abbondante negli animali, ma viene classificato co- 
me uno sterolo per il suo gruppo C(3)—OH e per 
la catena alifatica composta da 8-10 atomi di carbo- 
nio presente sul suo C(17). 

Il colesterolo è uno dei principali componenti delle 
membrane plasmatiche delle cellule animali, ma è me- 
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[410 | [411] [412] 


ha la debole coesione intermolecolare caratteristica 
degli idrocarburi, invece delle attrazioni intermole- 
colari forti dell’acqua, responsabili della sua grande 
tensione superficiale. Gli oli però calmano solo picco- 
le onde e non hanno alcun effetto, come più tardi 
Franklin osservò, su onde più grandi. 

In questo paragrafo vedremo come i lipidi si ag- 
gregano per formare micelle e doppi strati. Analiz- 
zeremo anche le proprietà fisiche dei lipidi da cui 
dipendono la formazione dei doppi strati, essendo 
questi la base strutturale delle membrane biologiche. 


A. Micelle e doppi strati 


[410 ] Nelle soluzioni acquose, le molecole anfifiliche, 
come i saponi e i detergenti, formano micelle (aggre- 
gati globulari in cui le catene idrocarburiche sono 
fuori del contatto con l’acqua; paragrafo 2.1B). Que- 
sta organizzazione molecolare elimina i contatti sfa- 
vorevoli tra l’acqua e le code idrocarburiche delle 
molecole anfifiliche e consente la solvatazione delle 
teste polari. La formazione delle micelle è un proces- 
so cooperativo: un insieme di poche molecole anfifi- 
liche non è sufficiente a nascondere le loro code idro- 
carburiche all’acqua. Di conseguenza, le soluzioni di- 
luite di molecole anfifiliche non formano micelle, a 
meno che la loro concentrazione non superi una cer- 
ta concentrazione micellare critica (cme). Al di 
sopra di questo valore, quasi tutte le molecole anfifi- 
liche aggregano formando micelle. Il valore della cme 
dipende dall’identità della sostanza e dalle condizio- 
ni della soluzione. Per le molecole anfifiliche con co- 
de singole e relativamente corte, come il dodecil sol- 
fato, CH;(CH2):105037, la cmc è circa imm. Quella 
dei lipidi biologici, molti dei quali hanno code idro- 
fobiche molto grandi, ha un valore < di 10-9m. 


(a) (5) (e) 


Spazio di Acqua 
van der Waals 


Figura 11.11 La sagoma affilata dello spazio di van der Waals di un 
lipide con una sola coda idrofobica (a) consente loro di impacchettar- 
si formando una micella sferica (b). Il diametro di queste micelle e 
quindi la loro popolazione lipidica dipende dalla lunghezza delle 
code idrofobiche. Le micelle sferiche composte da un numero di uni- 
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I lipidi con una singola catena 
tendono a formare micelle 


[411 ] La dimensione approssimativa e la forma di una 
micella possono essere predette da alcune considera- 
zioni geometriche. Le molecole anfifiliche con una 
singola catena idrocarburica, come i saponi anionici, 
formano micelle sferiche o ellissoidali a causa della 
loro forma affusolata (le teste polari idratate sono più 
grandi delle code; Fig. 11.11a e b). Il numero di mo- 
lecole in queste micelle dipende dal tipo di sostanza, 
in media si può considerare pari a qualche centinaio. 
Per una data molecola anfifilica, questi numeri pos- 
sono variare in un ambito piuttosto stretto: meno 
esposte all’acqua saranno le code idrofobiche e più 
energeticamente sfavorevole sarà il centro cavo del- 
la micella (Fig. 11.11c). Le micelle più grandi tendo- 
no duindi a schiacciarsi per eliminare la cavità cen- 
trale, ma la diminuzione della curvatura nelle zone 
schiacciate genera altri spazi vuoti (Fig. 11.11d). 


I glicerofosfolipidi e gli sfingolipidi 
tendono a formare doppi strati 


‘[412 ]Le due code idrocarburiche dei glicerofosfoli- 
pidi e degli sfingolipidi conferiscono a queste mole- 
cole anfifiliche una forma più o meno rettangolare 
(Fig. 11.12a). Le necessità steriche che bisogna rispet- 
tare per impaccare insieme queste molecole tendono 
a generare una struttura a forma di disco (Fig. 11.12b). 
L'esistenza di queste strutture con doppi strati lipi- 
dici fu proposta per la prima volta da E. Gorter e 
F. Grendel, in base al fatto che i lipidi estratti dagli 
eritrociti coprono, una volta spruzzati sotto forma 
di un monostrato sull’interfaccia aria-acqua, un’area 
due volte più grande della superficie che occupava- 


(d) 


tà lipidiche molto superiore a quello ottimale hanno lo spazio centra- 
le pieno di acqua (c). Queste micelle si possono schiacciare dato 
che il loro spazio centrale è vuoto; le micelle di forma ellissoidale 
allungata contengono diversi spazi occupati dall'acqua (d). 


I ULI 


[413] [414] 


Lipidi e membrane 315 
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Figura 11.12 La forma rettangolare dello spazio di van der Waals 
dei fosfolipidi (a) causa la formazione di micelle a forma di disco 
organizzate in doppi strati lipidici. 


no prima nella membrana plasmatica degli eritrociti 
(Fig. 11.10; gli eritrociti hanno una sola membrana). 
I doppi strati lipidici hanno uno spessore di circa 60 À, 
misurati al microscopio elettronico e mediante la dif- 
frazione dei raggi X; questo valore corrisponde a 
quanto ci si dovrebbe aspettare quando le loro cate- 
ne idrocarburiche sono praticamente estese. Vedre- 
mo in seguito che i doppi strati lipidici sono le basi 
strutturali delle membrane biologiche. 


B. Liposomi 


[413] Una sospensione di fosfolipidi in acqua forma 
vescicole multilamellari in cui i doppi strati si dispon- 
gono con un’organizzazione simile a quella di una 
cipolla (Fig. 11.13a). Dopo sonicazione (agitazione me- 
diante ultrasuoni), queste strutture si riorganizzano 
formando liposomi, vescicole chiuse, autosigillanti 
e contenenti solvente, circondate da un solo doppio 
strato lipidico (Fig. 11.135). Essi possono avere un dia- 
metro di alcune centinaia di À e, in alcuni tipi di pre- 
parazione, hanno dimensioni abbastanza uniformi. 
Si possono ottenere liposomi con un diametro di cir- 
ca 1000 À iniettando una soluzione di fosfolipidi in 
etanolo nell’acqua oppure sciogliendo i fosfolipidi in 
una soluzione con un detergente e dializzando poi 
via il detergente. Una volta preparati, i liposomi so- 
no abbastanza stabili e possono essere separati dalla 
soluzione in cui risiedono mediante dialisi, cromato- 
grafia per gel filtrazione oppure per centrifugazio- 
ne. È quindi possibile preparare liposomi con diversi 
ambienti interni o esterni. Le membrane biologiche 
sono costituite da doppi strati lipidici a cui sono as- 
sociate alcune proteine (paragrafo 11.3A). I liposomi 
composti da lipidi sintetici o da lipidi estratti da fon- 
ti biologiche (ad esempio, le lecitine del rosso del- 
l’uovo) sono stati utilizzati intensamente come mo- 
delli di studio delle membrane biologiche. 


I doppi strati lipidici sono impermeabili 
alla maggior parte delle sostanze polari 


[414 ] Poiché le membrane biologiche determinano i 
confini delle cellule e degli organelli, diventa impor- 
tante stabilire la loro capacità di separare due com- 
partimenti acquosi. La permeabilità di un doppio stra- 


.to lipidico ad una certa sostanza può essere determi- 


nata formando liposomi in una soluzione contenente 
la sostanza in esame. La permeabilità viene poi valu- 
tata sostituendo la soluzione esterna e misurando la 
velocità con cui la sostanza appare nella nuova solu- 


x 


zione esterna. È stato scoperto in questo modo che 


Figura 11.13 (a) Fotografia al microscopio elettronico delle vescicole 
multilamellari di fosfolipidi in cui ogni fascio è un doppio strato lipi- 
dico. (Per gentile concessione di Alec D. Bangham, Institute of Ani- 
mal Physiology.) (b) Fotografia al microscopio elettronico di un lipo- 
soma. La sua parete, come mostra la rappresentazione schematica 
riportata a fianco, è costituita da un doppio strato lipidico. (Per genti- 
le concessione di Walter Stoekenius, University of California, San Fran- 
cisco.) 
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della temperatura di fusione. Le temperature di tran- 
sizione della maggior parte delle membrane biologi- 
che variano da 10 a 40:°C. Il colesterolo, che da solo 
non forma doppi strati, diminuisce la fluidità di una 
membrana, in quanto il suo sistema steroideo rigido 
ad anelli interferisce con i movimenti delle catene idro- 
carburiche (Fig.11.18). Il colesterolo amplia anche 
l’ambito della transizione ordine-disordine e ad alte 
concentrazioni la abolisce completamente. Questo 
comportamento dipende dal fatto che il colesterolo 
inibisce la cristallizzazione delle catene degli acidi 
grassi interponendosi tra loro. Questo composto fun- 
ziona come un plastificatore delle membrane. 


x 


[417]La fluidità delle membrane biologiche è una 


cioè il doppio strato perde la sua fluidità. Sotto la 
temperatura di transizione, la banda di diffrazione 
dei raggi X a 4,6 À, caratteristica della spaziatura 
laterale tra le catene idrocarburiche in doppio strato 
liquido-cristallino, viene sostituita da una banda più 
netta a 4,2 À simile a quella delle paraffine cristalli- 
ne. Questo sta ad indicare che le catene idrocarburi- 
che in un doppio strato diventano completamente 
estese ed impaccate con una disposizione esagonale 
come nelle paraffine cristalline. 

La temperatura di transizione di un doppio strato 
aumenta con la lunghezza e con il grado di satura- 
zione dei suoi residui di acidi grassi, per le stesse ra- 
gioni con cui queste entità determinano l’aumento 


/ 


Sfingolipide 


Colesterolo 


. Fosfolipide @ ® 


Catene — Catene flessibi Catene 
rigide rigide 


na il sistema ad anelli condensati della sua molecola nella parte più 
esterna del nucleo idrocarburico del doppio strato irrigidendo questa 
regione. (Fonte: CHAPMAN, D., in WEISSMAN, G. e CLAIBORNE R., {(cura- 
tori), Cell membranes, p. 22, HP Publishing, 1975.) 


Figura 11.18 Rappresentazione di un doppio strato lipidico che mo- 
stra l’impacchettamento simil-liquido delle sue catene idrocarburiche. 
Nella sezione rappresentata di 30 x 30 A, sono presenti cinque mole- 
cole di glicerofosfolipidi di tre tipi diversi e quattro molecole di sfin- 
golipidi di due tipi diversi. Il gruppo OH del colesterolo posizio- 


[418][419] 


Lipidi e membrane 319 
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delle proprietà più rilevanti da un punto di vista fi- 
siologico, in quanto consente alle proteine immerse 
nel doppio strato di interagire tra loro (paragrafo 
11.3B). Le temperature di transizione delle membra- 
ne dei mammiferi sono ben al di sotto della tempera- 
tura corporea e quindi queste membrane hanno ca- 
ratteristiche simili a quelle di un fluido. I batteri e 
gli animali pecilotermici (a sangue freddo) come i pe- 
sci modificano (mediante la biosintesi e la degrada- 
zione) la composizione in acidi grassi dei loro lipidi 
di membrana con la temperatura dell’ambiente in 
modo da preservare la fluidità della membrana. Per 
esempio, la viscosità della membrana dell’. coli alla 
sua temperatura di crescita resta costante anche se 
la temperatura viene variata tra i 15 e i 43 °C. 


Gli anestetici gassosi, come l’etere dietilico, il ciclopro- 
pano, l’aloetano (2-bromo-2-cloro-1,1,1-trifluoroetano), 
ed il gas inerte Xe, agiscono interferendo con la tra- 
smissione degli impulsi nervosi nel sistema nervoso cen- 
trale. Poiché il corpo elimina questi anestetici generali 
senza averli modificati, non sembra che essi agiscano 
chimicamente. Prove sperimentali, come la correlazio- 
ne lineare tra l’efficienza di questi anestetici e la loro 
solubilità nei lipidi, suggeriscono che queste sostanze 
alterino la struttura delle membrane dissolvendosi nel 
loro nucleo idrocarburico. La trasmissione degli impulsi 
nervosi, un processo basato sulle membrane (paragra- 
fo 34.4C), viene annullata da queste modificazioni strut- 
turali a cui le membrane neuronali sono particolar- 
mente sensibili. 


3. MEMBRANE BIOLOGICHE 


[418 |] Le membrane biologiche sono composte da pro- 
teine associate alla matrice del doppio strato lipidico. 


Le loro frazioni lipidiche sono costituite da miscele 
complesse che variano in composizione in base alla 
fonte delle membrane (Tabella 11.3) e sotto alcuni 
aspetti con la dieta e con l’ambiente in cui vive l’or- 
ganismo che ha prodotto la membrana. Le proteine 
della membrana portano avanti i processi dinamici 
associati alla membrana stessa e quindi in particola- 
ri membrane sono presenti soltanto specifiche protei- 
ne. Il rapporto tra proteine e lipidi nelle membrane 
varia considerevolmente con la funzione della mem- 
brana, come è indicato nella Tabella 11.4, anche se 
la maggior parte delle membrane sono per metà pro- 
teine. La membrana mielinica, che funziona passiva- 
mente come isolante intorno a certi tipi di fibre ner- 
vose (paragrafo 34.4C), rappresenta l’eccezione a que- 
sta regola, contenendo soltanto il 18% di proteine. 

In questa sezione discuteremo le proprietà delle pro- 
teine di membrana e del loro comportamento nelle 
membrane biologiche. Dopo di ciò, esamineremo 
aspetti particolari delle membrane biologiche e cioè 
lo scheletro della membrana dell’eritrocita, la natura 
dei gruppi sanguigni e le giunzioni comunicanti. In- 
fine, vedremo come vengono assemblate le membra- 
ne e come vengono inseriti i loro componenti proteici. 


A. Proteine di membrana 


[419 | Le proteine di membrana vengono classificate 
in base alla loro associazione con la membrana: 


1. Le proteine integrali o intrinseche sono legate 
saldamente alle membrane da forze idrofobiche 
(Fig. 11.19) e possono essere separate da loro sol- 
tanto con trattamenti che distruggono la membra- 


Lp 5 uni £ col 
Acido fosfatidico 1,5 0,5 0 0 
Fosfatidilcolina 19 10 39 0 
Fosfatidiletanolammina 18 20 27 65 
Fosfatilglicerolo 0 0 0 18 
Fosfatidilinositolo 1 1 7 0 
Fosfatidilserina 8,5 8,5 0,5 0 
Cardiolipina 0 0 22,5 iD) 
Sfingomielina 17,5 8,5 0 0 
Glicolipidi 10 26 0 0 
Colesterolo 25 26 3 (o) 


* | valori riportati corrispondono alle percentuali in peso. 
Fonte: Tanroro, C., The hydrophobic effect, p. 109, Wiley, 1980. 


PISSIUOLI E] opow 0]sanb ur opuaseJsIippos ‘eoIja-0 un 
ajueureLiso Isenb euro; ‘IpexSa]zui aurszosd 21)fe 
2}]OUI UI aUI0I ‘EUBIQUISWISUEI) OTUIIOP ]] “Lre]od 
a IQOLIEO MpisaIi rp auorziodo1d ejenafo un ey 2UI 
MpisaI 07 Ip e]eurutI9}-) coTewIse]dozro oruttIop um 
(€) 2 fELTENOOI]IIO EUCIQUIIUI E] ESIDALI]]E AYI ‘TOIqOI 
-0Jpi LIe]jod uou mpisai ep ajuaureja]duroo Isenb elmi 
“11509 MpisaI GI IP ezuanbas eun (2) fMerproqueo tp 
AUS]EO IT auaua]u0I 3a MPIsaI z/ ep o]soduroo ‘ou 
-19]S9,ITB 0}BZZI[B20] 2[EUTUII9]}-N OTUTLIOp UM (7) :tU 
-TUIOp 31) BY (ZII ‘SII) V @uTI0JO9I]d euBIqUISTIS 
-UeI] BLIEIDO.IIIA VUIS]OIA e] ato ONriqeis oTueY 3YI 
“TUTI PUOIZEDIFIPOWI 3 gOTI[os]o.1d suonsaSIp a}uerp 
«au Ipnis ‘otduresa Jad ‘DU12101d D]]3p 140]0d mpisal 
19p 2310d uni$ 0uoSuz]zuo9 osonbav 27unqur,jjau cuop 
-ua3s9 18 349 1u01zIOd a]janb a43uavi “11qofospi mpisas 
a191fuadns 040] vqmns cuuDy vUDIqUIRU DUN IP 240] 
-0d uou 0uI37U1,]]3U 1819 VUOI D]]ap 17unUSIS 1 
Sayomififuo 203901 cus 1704597U1 3U1930Ld 97 [EE] 

(III (813) euEIqUISWI elfe opadsti aUoIrzai 
“Tp essa]s eljou aiduias eJeJuaLIO 2 ‘EURIQUISWISUEI] 
eursÌo1d alpop oseo peu ‘samddo eueIiquiawI ET[op ero 
og} elponb ns e}ezzigeoo] sudures 3a eutao1d a.1e[00n) 
-Ted eun 249 OSUAS {au a YILI]AUIUTISE 0UOS aYIISOorq 
SUPIQUISUI 3] SUI ON[IQeIS aYOUE oTUEY Ipnis Hsant) 
*‘osonboe ajuerguie Je ejsodsa auo:Sa1 eun ouUEY 3) 
-M} 2019 ‘EUEIQUISUI Eau asiSUIUII 2}USUIE]A[duroo cu 
-21S SUI IUIN]OICA OUOISOUOI 15 UON “EUEIQUISWI E] OU 


00T-X UOILIL, 0I 


Il 
PSI 


0g-X UOMaI SG = 
09TTua,mjoost-d-suatuagIissojod 3197] 


350 HO 
] 
HoT—**Ho—*HO—0) 0—-*HO—-9—5H0O 
Ì I 
HO HO 
ce flug qg= 
0g (ug > = 


O2UINETUSTNAISSOH]Od 21977 


Ho—"H9T—*HO —0)—"(@H9)—SHO 


(TY.L0) ctUowIUTE MUTO IP cmwoIig GI=U 
(ETv.L() otuoUTUTE Meta TOapop rp omuoIg 01 =% 


28 fHo-N—*Ho—"®H9)—5H9 
HO 


-esIsAgI}}e ‘eueIquwisue.z. aurazo1d 2739p ‘24170 
aszusui ‘DunIiquIZUI Vpap amnfiadns vnfivads vun ns 
a3s0dsa cuos 1704$23U1 3u193Osd FUNITO SYP A IELISOUIP 
atiqissod 0}e1s 2 Hsodu1oo Tsanb rp oSaIrdun.] 2}uemp 
97 “Huaosazon]; amddo mapeorpei Is91 ‘eueIquIewI ef 
-Te miqeewiiodu pa aurszord a] 19d prgioads Huasea: 
aJesn cUossod IS “E}}oI EJElS 2 eUeIQuIswI E] as 0]UE] 
“Jos odicorlue un ep emniosouooLI alassa ond eueIig 
«USI El[op euIs}ur atotiodns efms eursjo1d eum ew 
‘essa Ip 0.1juoo 1} ap idioonue 1]5 esa] eHezui a tem] 
-[po eueIquiIisTI eun Tp euIa]sa atomiodns efms sqe1s 
«au euta]jo1d eum ‘ordurosa Jag “eueIquiIewI e] tes 
-IJaABI]® ocuossod uou euI aur9)01d a] u0I 0UcvsISEAI 
ao nuafe ezzityun au eoruos) eun ‘arogpaadns e]pap 
CIN}EIIEUI E] S]UeIpaui ejeuruiIA]op alossa ond eu 
-BIQUISUI E[MS SUOIZEZZI[B90] 030] BI ‘ITe183}u1 aut9) 
-01d cuoSta]UO9 AYITOOIq aueIquewi 3] Uni [Ta] 


S]U9UICILITIMMISE 3]e]uaLIO 
2UOINIFFUE 3[009]jowr cwos KeIS3z;uI aur9)0I1d 37 


‘aZI0] Ip 
odr ossa]s ol[ep ajezzqige:;s cuos enboe ur iqnpos 


aura}o1d sap 2 eueIquIawISsUEI) aut91oId app emi 
“as E] ‘ajuowrszuareddy “enboe ui TTqnpos aurazord 
etTtep orronb e atrqeieduIco ENOIQOJOIPI IP opeas un 
ouueY muisjur mpisaI nsonb as agoue ‘ouI9,tI ons 


sdvHo fos—%*Ho),N—“*H9)—HNT—-09=A4‘HO=X 
07e]o9 oTpos LEN _009 = A‘HO=X 
07E[ooIssoap oIpPos LEN _000=A ‘H=X 


(SAS) oTerosTioapoporpos 


gen foso—"©H0o)—H9 


“EDILI Ip IALd O IDIUOI! 
-BNIMZ ‘IDIUONEI ‘“PIUOIUE alassa Ouossod Muadia}ap 1 3UI HOU IS "AU? 
< -1u1901q 1uorzejodiuewi ajjau nesn nuadiaÌap Iund|y “oz*LL eInSia 


S-2£501-20-22 © 


«tag sunIquai 3 IPIAIT 


Ea]pa] 


[eu quasard Ionb tp IqoJoIPI NId os 0IH9}UISO] 
-0} SUOIZE2I IP 0I}US9 [ap eueIqUISWI ET[e Hnsodsa mp 
ASI 1 SUI BoIUSIS 01) “enboe ur rpqnjos aura]o1d 2] 
-Jep erronb e ersoddo a}uaweNEesa EIIQOIOIPI QUOIZEZ 
«ziueSIoO UN EY ‘AUIITe-0 TT ep eIlmIsoo ‘eueIquiatus 
-ueI) suorSaI ens E suo oNTIgeiIs ey ‘(ge°'zz opeaseI 
-ed) QUOIZNIOSLI ee pe x ISSEI Te eInmI]s 8] OUIETOS 
-0U09 IMI Ip eueIqUuIawI Ip apeaSa]jui eura]o1d epos e] 
‘00119]}UISC)O] SUOIZEII IP 0I}US9I JAP EINIMNIJS Ellap 
ISITEUE,T dEMImI)S 030] è] 2ZZI[IQeIS esodo SUI ‘ase] 
-od uou a}uarquie un UI asIAUIUTI OUOS EUBIQUIZWI IP 
peo] aura]o1d af[ap eueIquIewISsUEI) TUOISSI 3] IYI 
“104 ‘(#2 opeISered) enboe ur iqnjos Lremqo]s sura) 
-01d a[ap afeuoIisUSUIpLI) e.IM}mIjs e][op ILI}eZZIIO 
-e]s az.10} qedwutid 3] 0Uos AYNIGOIOIPI AZIO] AT | 07# ] 


BUBIQUIRUI IP 2ur9}o1d a][ap BIHIqQUIS 


‘TtpexSa;u1 aurojord afms 2uorzua] 
e eIjsou e] cwmaIaT]usdU0I ‘muanSas yerssered IN 


‘ousSopi mu 
-e39] a 2UYINEISO.1}}a]a TUOIZes9]uI ossaAtINEe ‘eis 
“ajui auta]osd ajpe ajuawriqegord ‘arorpiodns eTpe 
IsopueSa] aueIquIeuI ale cUErDosSe IS assg ‘Tpidi 
oueSs] uou a asonboe ruorznos ul ITiqe]s cus ‘I 
ouI0190N0 TI orduiasa 1ad ‘agoLIsgiIad autalo1d aT 
‘Hd Ip MUOrzeLiea O ITe}auI I OUE[auyo au) Quae 
‘QNT [DEN oIdwasa pe) eoruoI ezio] CITE pe IUOIZN] 
-0S SUOI ‘F71V7UI SUDIQUISUI 3] OUDIISD] 2YI IPUD]q 
13USUDIFDLI FFUDIPIUL FUDAQUUSUL 3]]OP 2IVIIOSSIP 
ouoSuan aqoasurzsa 0 aYorIazriod 2u:330xd 31 ‘7 
*quemjeuap IUOIZIPuoo UI 0}UE]jos 2JeJagH 
aulassa ouossod suo 2]UaTISIEUS] 1900 Iprdr 1 ou 
-eSa] Ipe159]u1 aurazo1d aUno[y ‘0[0.1901[8 fi 0 o]jou 
-emq [i auIoo enboe,j uo TrgiosiwiI PIUESIO NUA 


-[os tp 0 Yuas19)9p ip ezuasse ul asonboe ruorznjos 
atjou a1enidiva1d è pa areSa18Se pe cuopua) qeis 
“ui auto)o1d 7 (77° opesSered fenboe pp Imm 
4nujs e] ouoSSnIASsIp ay TuOT) toIidonoeo nusfe gs 
9 (OTTI ‘Sta elppu ujenb ‘ordurasa pe) nuadIaap 
1 ‘PPIUESIO QUIA]OS 1 0UOs Quawregel) Nsant) “Du 


(£961 ‘SSBId AUSIOA 
“un aSpuque) ‘99 *d ‘sauelquiaru 4/94] SUL *N'Y ‘NOSII3BON (9? 
-uoj) ‘iuijes Nnuod a 0uaSolpi IWES3] osIaneIne EulS]o1d ejpe ajelDosse 
aJassa ouossod uejod 3352) 2] ‘Ipidij lap L1ejod uUOU apo9 a| a 3uI8) 
-0d a|-21] 3UDIGOJOIP! IUOIZESQZUI QUEIPALU Ipici] IEP «a]ezEA|os» OUOS 
021pidij oxens oiddop un ul euelquiawi Ip aura]o1d 37 6L'LL Eandiy 


"@ è 

EUBIQUIALI Ip 
a[esBa)ui 
EUISZOIK 


*ZL61 ‘TEL "d ‘Ly ‘Wwaydolg “Aa “NUUY ‘“9) ILLOGIND) (QYUOJ 
“ISIEUE aIfep EROP9G + 


tc {| nn ———@È+—---—&È<È@---È__—__—_—+@#——_—@_.E.-.È---@-|-<|1t ui, 


0°€ crd SL Wwnuapego[eH,jj>p easndind eueIquaW 
0°€ #(01) ST SL 1anisod-wei8 Lapeg 
€70 € 6L gl 2UI]BIWN 
LE «(T-1) VC 9L ©uIS]U! ajeipuodo:WI BUEIQUISWN 
LI «lt72) gs cs eui2]So a|elipuodONUI BUEIQUIV 
9 4 SE 66 omeI Ip 0]eS3; IP asesjpnu eUEIQUaW 

€ LÀ tt ts EqRUIY 

LL 8 (34 6 oueLUn BHIONI] 

s9‘0 17 15 9% i odo] ip 07e8 Ip [99 
:9UDHELISE]A SUEIQUVN 

1pidi|f9ur93Osd (%) (%) (%) SUEIqUAW 
ouoddey HespioQue]) 1pidi] 2UI9)OId 


S-8£501-20-88 © 


TI 00ndvI  0%E 


322 Capitolo 11 


9 
‘%, + Oligosaccaride 


Figura 11.21 Rappresentazione schematica di una membrana plasma- 
tica. Le proteine integrali (in marrone) sono immerse nel doppio stra- 
to composto da fosfolipidi (le sfere blu, con le code ondulate; mostra- 
ti proporzionalmente molto più grandi di quanto non siano in realtà) 
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Figura 11.22 La sequenza amminoacidica della glicoforina e la posi- 
zione delle sue regioni che interagiscono con la membrana. La pro- 
teina, che contiene circa il 60% di carboidrati, ha quindici oligosac- 
caridi legati con legami O-glicosidico (i quadrati verdì) ed uno legato 
con legame N-glicosidico (l’esagono verde). La sequenza predomi- 
nante degli oligosaccaridi legati con legami O-glicosidici è riportata 
in basso a sinistra. La porzione di proteina transmembrana (in colori 
più scuri) è costituita da 19 residui preferenzialmente idrofobici. La 
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Proteina 
integrale 


a-elica 
idrofobica 


e da colesterolo (in giallo). 1 carboidrati delle glicoproteine (/e catene 
a palline gialle) ed i glicolipidi (fe catene a palline verdì) sono presen- 
ti soltanto sulla superficie esterna della membrana. 


Doppio strato interno 
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sua porzione C-terminale è localizzata sulla faccia citoplasmatica del- 
la membrana ed è ricca in residui anionici (in rosa) e cationici (in 
violetto). Vi sono due varianti genetiche comuni della glicoforina A: 
la glicoforina AM ha residui di Ser e di Gly rispetivamente nelle po- 
sizioni 1 e 5, mentre la glicoforina AN ha nelle stesse posizioni Leu 
e Glu. (Abbreviazioni: Gal = galattosio, GalNAc = N-acetilgalattosam- 
mina, NANA=acido N-acetilneuramminico (acido sialico). (Fonte: 
MARCHESI, V.T., Semin. Hematol., 16, p. 8, 1979.) 
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Figura 11.23 Grafico della variazione di energia libera che si ha nel 
trasferire un segmento ad a-elica lungo 20 residui della glicoforina 
A dall'interno della membrana all'ambiente acquoso, in funzione del- 
la posizione del primo residuo del segmento nella sequenza della 
proteina. | picchi che superano il valore di +85 kJ- mol?! stanno 
ad indicare la presenza di eliche transmembrana. (Fonte: ENGLEMAN, 
D.M., StEmZ, T.A. e GOLDMAN, A., Annu. Rev. Biophys. Biophys. 
Chem., 15, p. 343, 1986.) 
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Figura 11.24 Il citocromo b, di fegato legato ad una membrana. Il do- 
minio enzimaticamente attivo della proteina (in viola), la cui struttura 
è stata stabilita dalle analisi cristallografiche ai raggi X, è ancorato al- 
la membrana da un segmento C-terminale (in marrone) idrofobico e 
probabilmente con una struttura ad a-elica; la parte iniziale e la parte 
finale di questo segmento è idrofilica (elica in viola). La sequenza del- 
l'enzima del cavallo indica che questo segmento di ancoraggio alla 
membrana è costituito da 13 residui e si trova nove residui prima del 
C-terminale della molecola (sequenza in basso). (Il diagramma a na- 
stro del dominio N-terminale è stato tratto da un disegno di Jane Ri- 
chardson, Duke University. La sequenza amminoacidica è stata tratta 
da OzAIS, J. e Craic, G., /. Biol. Chem., 253, p. 8549, 1977.) 
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di legami idrogeno da parte dello scheletro covalen- iù 
te polipeptidico. L’esistenza di una singola elica tran- sl 
smembrana nella glicoforina A può essere predetta 
dall’analisi delle variazioni dell’energia libera che si I 
ha nel trasferire segmenti polipeptidici ripiegati ad 
a-elica dall’interno non polare di una membrana al- 
l’acqua (Fig. 11.23). Calcoli simili su altre proteine 
integrali di membrana hanno identificato le loro eli- 
che transmembrana. 

In molte proteine integrali, i segmenti idrofobici an- 
corano la regione attiva della proteina alla membrana. 
Per esempio, la tripsina rompe l’enzima legato alla 
membrana citocromo bs; in due frammenti, il fram- 
mento N-terminale di circa 85 residui polare ed enzi- 
maticamente attivo ed un frammento di circa 50 resi- 
dui amminoacidici che resta immerso nella membra- 
na (Fig. 11.24). L’orientamento asimmetrico delle pro- I 
teine integrali nelle membrane viene mantenuta dalla 
loro velocità infinitesimale di flip-flop, che deriva dal 
fatto che la «testa polare» di una proteina integrale è 
molto più grande di quella dei lipidi. L’origine di que- 
sta asimmetria viene discussa nel paragrafo 11.3F. 


La batteriorodopsina contiene 
un fascio di sette eliche idrofobiche 


[423] Una delle proteine integrali di membrana me- 
glio caratterizzate è la batteriorodopsina ottenuta 
dal batterio alofilico (che ama il sale) Halobacter ha- 
lobium che vive in regioni molto salate come il Mar | 
Morto (questo batterio cresce molto bene in NaCl pa 
4,3M, ma non in NaCl 2,0M; l’acqua del mare ha una 
concentrazione di NaCl di 0,6M). In carenza di ossi- 
geno, la sua membrana cellulare sviluppa delle mac- 
chie purpuree, in cui la sola proteina è la batterio- 
rodopsina. Questa proteina di 247 residui è una pom- 
pa protonica guidata dalla luce; essa genera un gra- 
diente di concentrazione di protoni attraverso la 
membrana che fornisce l’energia per la sintesi del- 
l’ATP (mediante un meccanismo discusso nel para- 
grafo 20.3B). L’elemento che assorbe la luce nella bat- 
teriorodopsina, il retinale, è legato covalentemente 
alla Lys 216 della proteina (Fig. 11.25). Questo cro- 
moforo (un gruppo che assorbe la luce) è responsa- 
bile del colore viola che assumono le membrane ed 
è pure l’elemento sensibile alla luce nella visione. 

Le membrane purpuree, in cui le proteine rappre- 
sentano il 75% ed i lipidi solo il 25%, hanno una strut- 
tura insolita se confrontata con le altre membrane 
(paragrafo 11.3B): le molecole di batteriorodopsina so- 
no organizzate in schiere bidimensionali altamente 
ordinate. Questa disposizione cristallina ha permes- 
so a Richard Henderson e a Nigel Unwin di determi- 
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Proteine 
immerse 


Distacco dei due foglietti 
del doppio strato 


Figura 11.28 Una membrana, che è stata separata nei due foglietti 
mediante freeze fracture, espone l'interno del doppio strato lipidico 
e le proteine immerse. 


membrana. Esso è invece il risultato della diffusione 
di proteine preesistenti sulla membrana fluida, un 
processo che viene rallentato dalle basse temperature. 

Le misure del recupero della fluorescenza dopo fo- 
tosbiancamento (Fig. 11.16) indicano che le proteine 
di membrana hanno velocità di diffusione laterale 
diversa. 

Dal 30 al 90% di queste proteine possono muoversi 
liberamente e diffondere ad una velocità che è sol- 
tanto un ordine di grandezza più lento della velocità 
di diffusione del lipide più piccolo. Esse impiegano 
da 10 a 60 minuti a diffondere per circa 20 um, la 
lunghezza tipica di una cellula eucariotica. 

Altre proteine invece diffondono molto più lenta- 
mente ed alcune, a causa dei loro contatti submem- 
branosi, sono essenzialmente immobili. 

[426]La distribuzione delle proteine nella membra- 
na può essere visualizzata con il microscopio elettro- 
nico usando la tecnica del freeze-fracture o del 
freeze-etch. Con quest’ultima tecnica che fu messa 
a punto da Daniel Branton, un campione di membra- 
na viene raffreddato rapidamente alla temperatura 
dell’azoto liquido (— 196 °C). Il congelamento immo- 
bilizza il campione e minimizza le possibili pertur- 
bazioni generate dalle successive manipolazioni. Il 
campione viene poi rotto con la lama di un microto- 
mo freddo, che spesso divide il doppio strato in due 
monostrati (foglietti; Fig. 11.28). 

Poiché le membrane esposte potrebbero essere di- 


[426] 
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Faccia della frattura 


Sublimazione 


Superficie 
interna 


Figura 11.29 Con la tecnica del freeze-etch, il ghiaccio che racchiude 
una membrana separata per freeze fracture (in alto) viene allontanato 
parzialmente per sublimazione in modo da esporre la superficie esterna 
della membrana (in basso) da analizzare al microscopio elettronico. 


Figura 11.30 Fotografia al microscopio elettronico di una membrana 
eritrocitaria dopo trattamento con la tecnica del freeze-etch. La faccia 
interna esposta della membrana è piena di particelle globulari che 
rappresentano proteine integrali (Fig. 1.28). La superficie esterna del- 
la membrana è più liscia di quella interna in quanto le proteine non 
si proiettano al di fuori della superficie della membrana in modo si- 
gnificativo. (Per gentile concessione di Vincent Marchesi, Yale Uni- 
versity.) 


strutte da un raggio di elettroni, viene preparata una 
replica metallica, rivestendo la membrana con un sot- 
tile strato di carbone e ombreggiandola con una de- 
posizione di platino per evaporazione sotto vuoto; la 
materia organica viene poi rimossa con un trattamen- 
to acido. Questa replica metallica può essere esami- 
nata al microscopio elettronico. Nella tecnica del 
freeze-etch, può essere visualizzata anche la superfi- 
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cie esterna della membrana adiacente all’area rotta 
e rivelata con il freeze-fracture, facendo sublimare 
(etching) a — 100 °C prima il ghiaccio in cui è incap- 
sulata (Fig. 11.29). 

Le fotografie al microscopio elettronico di mem- 
brane biologiche trattate in questo modo mostrano 
una faccia interna del foglietto, quella esposta dalla 
frattura, stipata di particelle globulari con un diame- 
tro da 50 a 85 À (Fig. 11.30) e distribuite casualmen- 
te sulla superficie esposta. Queste particelle corrispon- 
dono a proteine di membrana, come è dimostrato 
dal fatto che scompaiono dopo trattamento con pro- 
teasi prima del freeze fracture. 

Ciò è ulteriormente confermato dall’osservazione 
che la membrana mielinica, che ha un basso conte- 
nuto proteico, ed i liposomi, composti solo da lipidi, 
hanno superfici interne esposte dalla frattura com- 
pletamente lisce. La superficie esterna della-membra- 
na appare relativamente liscia (Fig. 11.30), in quanto 
le proteine di membrana non sporgono di molto da 
questa superficie. La distribuzione delle proteine 
esterne può essere visualizzata mediante procedimen- 
ti di colorazione o per mezzo dell’uso di anticorpi 
marcati con ferritina, per produrre immagini simili 
al tnicroscopio elettronico. 


I lipidi di membrana sono distribuiti 
in modo asimmetrico 


[427 | La distribuzione dei lipidi in una membrana 
è stata stabilita utilizzando enzimi capaci di idroliz- 
zare i fosfolipidi, noti con il nome di fosfolipasi. 
Le fosfolipasi non possono attraversare la membrana 
e quindi possono agire soltanto sui fosfolipidi pre- 
senti sulla superficie di una cellula intatta. Questi studi 
hanno stabilito che i lipidi nelle membrane biologiche 
sono distribuiti in modo asimmetrico (Fig. 11.31). I 
carboidrati, come abbiamo visto prima, sono invece 
localizzati soltanto sulla superficie esterna della mem- 
* brana plasmatica. 


50 40 30 20 10 (0) 10 20 
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C. La membrana dell’eritrocita 


[428 ] Per la sua relativa semplicità, reperibilità e fa- 
cilità di isolamento, la membrana dell’eritrocita è 
diventata la membrana biologica più studiata e me- 
glio conosciuta. Essa può essere usata quindi come 
un modello per la caratterizzazione delle membra- 
ne più complesse di altri tipi di cellule. Un eritroci- 
ta maturo di mammifero è privo di organelli e può 
portare avanti solo pochi processi metabolici: è es- 
senzialmente un sacchetto membranoso pieno di 
emoglobina. Le membrane degli eritrociti possono 
essere ottenute per lisi osmotica che causa la fuoriu- 
scita del contenuto intracellulare. Le risultanti parti- 
celle membranose vengono dette «ghost» (fantasmi), 
in quanto, una volta ripristinate le condizioni fisio- 
logiche, si risigillano e riacquistano la forma origi- 
naria, ma hanno perso il colore rosso. Trasferendo 
i ghost risigillati in un altro mezzo, è possibile ave- 
re quindi anche un ambiente intracellulare diverso 
da quello esterno. 


Le membrane degli eritrociti contengono 
una varietà di proteine 


[429 ] La membrana eritrocitaria ha una composizio- 
ne tipica in cui circa il 50% è rappresentato da pro- 
teine, qualcosa meno da lipidi ed il rimanente da car- 
boidrati (Tabella 11.4). Le sue proteine possono essere 
separate mediante elettroforesi in gel di poliacrilami- 
de in presenza di SDS (paragrafo 5.4), dopo aver solu- 
bilizzato la membrana in un mezzo contenente SDS 
all’1%. Per la membrana dell’eritrocita umano, l’e- 
lettroforetogramma, colorato con Coomassie blu bril- 
lante, rivela la presenza di sette bande principali e 
molte altre meno visibili (Fig. 11.32). Se l’elettrofore- 
togramma viene invece trattato con acido periodi- 
co e con il reagente di Schiff (PAS), che colora 
i carboidrati, risultano evidenti quattro bande, dette 
bande PAS. I polipeptidi corrispondenti alle bande 


Figura 11.31 La distribuzione asimmetrica dei 
fosfolipidi nella membrana degli eritrociti uma- 
ni. (Fonte: ROTHMAN, }.E. e LENARD, ]., Scien- 
ce, 194, p. 1744, 1977.) 
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330 Capitolo 11 


[431][432][433] 


di flusso simili a quelle della sabbia. Di conseguenza, 
perché il sangue possa muoversi tutto insieme, di- 
venta necessario che gli eritrociti si schiaccino per 
poter passare nei capillari che hanno un diametro 
inferiore a quello delle cellule. Quindi lo scheletro 
della membrana eritrocitaria deve essere simile ad 
un fluido e facilmente deformabile. 
[431]La proteina spettrina, chiamata in questo mo- 
do in quanto scoperta nei ghost (fantasmi, spettri), 
rappresenta circa il 75% dello scheletro della mem- 
brana eritrocitaria. Essa è composta da due catene 
polipeptidiche simili, la banda 1 (subunità a, 240 kD) 
e la banda 2 (subunità 8, 220 kD); l’analisi della se- 
quenza di queste catene ha rivelato che sono costi- 
tuite da segmenti di 106 residui ripetuti che possono 
ripiegarsi in spirali a tripla a-elica (Fig. 11.33). La 
microscopia elettronica ha consentito di osservare che 
questi polipeptidi sono debolmente complessati in una 
struttura dimerica af simile ad un verme, lunga cir- 
ca 1000 À (Fig. 11.33b). Due di questi eterodimeri 
si associano poi estremità contro estremità per for- 
mare un tetramero (06). Questi oligomeri (ce ne so- 
no circa 100 000 in ogni cellula) sono legati tra loro 
mediante la banda 4,1 e la banda 5, generando un 
reticolo proteico irregolare che si trova sotto la mem- 
brana plasmatica dell’eritrocita (Fig. 11.33b e c). La 
banda 5, una proteina globulare che forma oligome- 
ri filamentosi, è stata identificata come actina, un 
elemento citoscheletrico comune ad altre cellule (pa- 
ragrafo 1.24) ed uno dei principali componenti del 
muscolo (paragrafo 34.3A). La spettrina si associa an- 
che con la banda 2,1, un monomero con una massa 
di 215 kD noto con il nome di anchirina, che a sua 
volta lega la banda 3, la proteina trasportatrice di 
anioni. Questo legame ancora lo scheletro proteico 
alla membrana. Dopo solubilizzazione della spettri- 
na e dell’actina con soluzioni a bassa forza ionica, 
i ghost perdono la loro forma biconcava; le proteine 
integrali che di solito occupano posizioni fisse nel pia- 
no della membrana, diventano mobili in senso late- 
rale. Studi immunochimici recenti hanno rivelato che 
in una grande varietà di tessuti sono presenti protei- 
ne simili alla spettrina, all’anchirina ed alla banda 4,1. 
La sequenza del gene per l’anchirina eritroide uma- 
na ci dice che la proteina matura è costituita da 1880 
residui suddivisi in tre domini strutturali (scindibili 
per digestione con chimotripsina) ed il dominio 
N-terminale è interamente composto da una sequen- 
za di 33 residui ripetuta 22 volte. Questo tipo di strut- 
tura è presente anche in altre proteine del lievito e 
di invertebrati implicate nel controllo del ciclo cellu- 
lare o nel differenziamento dei tessuti. Si pensa che 
questi domini possano formare il sito di legame delle 
proteine integrali di membrana. i 
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La sferocitosi ereditaria deriva da difetti 
dello scheletro della membrana eritrocitaria 


[432 |] Gli individui con la sferocitosi ereditaria han- 
no eritrociti di forma sferica, relativamente fragili 
e non flessibili. Questi individui soffrono di anemia 
emolitica in quanto la milza, un organo labirintico 
con stretti passaggi che eliminano gli eritrociti vec- 
chi (che hanno perso la loro flessibilità verso la fine 
dei loro 120 giorni di vita), allontana prematuramen- 
te gli eritrociti con una forma sferica. L’anemia emo- 
litica può essere alleviata togliendo chirurgicamente 
la milza. Il difetto primario negli sferociti può essere 
una ridotta sintesi di spettrina, la produzione di una 
spettrina anormale che ha una bassa affinità per la 
banda 4,1 o l’assenza della proteina della banda 4,1. 


Il cammello, la famosa «nave del deserto», è un esem- 
pio di adattamento che coinvolge anche la membrana 
eritrocitaria. Questo animale è ancora attivo dopo aver 
perso il 30% del suo peso corporeo sotto forma di ac- 
qua e può bere in pochi minuti tutta l’acqua perduta 
per ritornare completamente idratato. Questa rapida 
assunzione di acqua da parte del sangue, che entra 
poi nelle cellule, potrebbe lisare gli eritrociti di molti 
tipi di animali. Gli eritrociti del cammello, che hanno 
una forma ellissoidale schiacciata, invece di quella bi- 
concava, sono resistenti alla lisi osmotica. La spettri- 
na del cammello si lega alla sua membrana con una 
particolare tenacità, ma dopo la rimozione della spet- 
trina, che richiede l’azione di forti denaturanti, gli eri- 
trociti del cammello assumono una forma sferica. 


Nell’ellissocitosi ereditaria i globuli rossi hanno una 
forma allungata o ellittica a causa della presenza di 
proteine dello scheletro della membrana difettose o 
della loro mancanza. Una forma di ellissocitosi eredi- 
taria comune nelle regioni del Sud-Est asiatico confe- 
risce una resistenza alla malaria in quanto il difetto 
rende la membrana dell’eritrocita particolarmente ri- 


x gida e impenetrabile al parassita della malaria. 


D. Gruppi sanguigni 


[433] La superficie esterna degli eritrociti e delle al- 
tre cellule eucariotiche è ricoperta da carboidrati com- 
plessi che fanno parte di glicoproteine della mem- 
brana plasmatica e di glicolipidi. Essi formano un ri- 
vestimento spesso e lanuginoso, il glicocalice (Fig. 
11.34), che contiene numerosi segnali che funziona- 
no in vari processi di riconoscimento. Gli eritrociti 
umani hanno qualcosa come 100 determinanti dei 
gruppi sanguigni noti che comprendono 15 siste- 
mi geneticamente distinti. Di questi soltanto due han- 
no una rilevanza clinica, il sistema ABO (scoperto 
nel 1900 da Karl Landsteiner) ed il sistema rhesus 
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Figura 11.34 Il glicocalice dell’eritrocita visto al microscopio elettro- 
nico usando una speciale tecnica di colorazione. Esso è spesso fino 
a 1 400 A ed è composto da filamenti molto compatti di oligosaccari- 
di con un diametro di 12-25 A. (Per gentile concessione di Harrison 
Latta, UCLA.) 


(Rh). I vari gruppi sanguigni vengono identificati con - 


opportuni anticorpi o con specifiche lectine vegetali. 


La conoscenza delle sostanze che determinano i gruppi 
sanguigni e della loro ereditarietà, in base alle sempli- 
ci leggi mendeliane, è stata utile sia per scopi medici 
che per questioni legali o storiche. L’uso dei gruppi san- 
guigni nell’identificazione della paternità è stata per- 
sino materia di trasmissioni televisive. L’analisi della 
polvere dei tessuti ottenuta dalla mummia di Tutank- 
hamen, un Faraone egiziano che regnò dal 1334 al 1325 
a.C., ha stabilito una sua probabile relazione con 
Smenkhkare, un altro Faraone della diciottesima di- 
nastia. 


Le sostanze che determinano i gruppi sanguigni 
del sistema ABO sono carboidrati 


[434] Il sistema ABO è costituito da tre gruppi di so- 
stanze, gli antigeni A, B e H che fanno parte di 
sfingoglicolipidi presenti sulla superficie dell’eritro- 
cita. Gli antigeni sono costellazioni caratteristiche di 
gruppi chimici che determinano la produzione di an- 
ticorpi una volta iniettati in un animale (paragrafo 
34.2A). Ogni molecola di anticorpo può legare in mo- 
do specifico almeno due delle sue molecole antigeni 
che corrispondenti, formando quindi ponti trasver- 
sali tra loro. Gli individui con cellule del tipo A han- 
no anticorpi anti-B nel loro siero; quelli invece con 
cellule del tipo B hanno anticorpi anti-A; quelli che 
hanno cellule del tipo AB, che presentano sia l’anti- 
gene A che B, non hanno anticorpi né contro A, né 
contro B. Gli individui con cellule del tipo O, le cui 
cellule non presentano antigeni di nessun genere, 
hanno anticorpi anti-A ed anti-B. Di conseguenza, la 
trasfusione di sangue tipo A in individui tipo B porta 
all’agglutinazione (formazione di grumi) degli eritro- 
citi trasfusi con il rischio di un blocco con conseguen- 
ze fatali nella circolazione del sangue nei vasi. L’an- 
tigene H verrà discusso in seguito. 
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Le sostanze che determinano i gruppi sanguigni 
ABO non sono solo presenti sugli eritrociti, ma com- 
paiono sulla membrana plasmatica di molti altri tes- 
suti, come glicolipidi con una considerevole diversi- 
tà. Infatti, nell’80% circa della popolazione cellulare 
con proprietà di secrezione, questi antigeni vengono 
rilasciati come componenti di glicoproteine in vari 
fluidi corporei tra cui la saliva, il latte, il fluido semi- 
nale, il succo gastrico e l’urina. Queste molecole di- 
verse, in cui circa l’85% del peso è rappresentato da 
carboidrati e che hanno una massa molecolare di pa- 
recchi kD, sono costituite da una sola catena polipep- 
tidica con legate a sé molti oligosaccaridi. 

Gli antigeni A, B ed H differiscono soltanto nei loro 
residui alle estremità non riducenti (Tabella 11.5). 
L’antigene H è presente negli individui tipo O; esso 
è anche il precursore degli oligosaccaridi degli anti- 
geni tipo A e B. Gli individui tipo A hanno un en- 
zima che aggiunge specificamente un residuo di 
N-acetilgalattosammina alla posizione terminale del- 
l’antigene H; negli individui tipo B, questo enzima 
è specifico per residui di galattosio e negli individui 
tipo O, l'enzima è inattivo. Le differenze funzionali 
tra queste varianti enzimatiche sono probabilmente 
il risultato della sostituzione di un solo amminoacido. 

Le differenze nelle glicosiltransferasi responsabili 
della formazione degli antigeni dei tre gruppi san- 
guigni ABO(H) sono state determinate dalla sequen- 
za dei corrispondenti geni. I geni A e B, che codifica- 
no rispettivamente per una a-(1 —> 3)-N-acetilgalat- 
tosamminatransferasi ed una a(1 —> 3)-galattosil- 
transferasi, differiscono solo per poche basi che mo- 


Antigene 


H Galf(1 = 4)GlcNAc - - - 


n 


i-Fue da 


A GalNAc a(1- 3)GalB(1- 4)GleNAc - - - 


ha 


ieFue d 


B Galo(1-+ 3)GalB(1-» 4)GleNAc + - - 


È 


LeFue a 


Abbreviazioni: Gai = galattosio, GaiNAc= N-acetilgalattosammina, GicNac=N- 
acetilglucosammina, L-Fuc » L-fucosio. 
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334 Capitolo 11 


[438][439][440 ] 


scono che i domini citoplasmatici delle giunzioni co- 
municanti hanno cancelli che si chiudono mediante 
movimenti molto più localizzati. La definizione di 
questa discrepanza è ancora oggetto di studio. 


F. Organizzazione delle membrane 
e trasporto mirato delle proteine 


[438] Man mano che una cellula cresce e si divide, 
deve sintetizzare nuove membrane. Come vengono 
generate queste strutture asimmetriche? Un sistema 
potrebbe essere l’autoassemblaggio. Cioè, dopo la ri- 
mozione del detergente usato per disperdere una 
membrana biologica, si riformano liposomi in cui so- 
no immerse le proteine integrali funzionali. In molti 
casi, però, queste membrane modello sono simme- 
triche sia nella distribuzione dei lipidi nella faccia 
interna ed esterna, sia nella posizione e nell’orienta- 
mento delle proteine integrali. Un'ipotesi alternati- 
va sull’assemblaggio delle membrane contempla l’e- 
sistenza di uno stampo membranoso preesistente; cioè 
le membrane vengono generate per espansione di una 
struttura vecchia, che per creazione di una struttura 
nuova. Vedremo in seguito che accade proprio così. 


I lipidi di membrana 
sono sintetizzati nelle membrane 


[439 ] Gli enzimi coinvolti nella biosintesi dei lipidi di 
membrana sono proteine integrali della membrana 
(paragrafo 28.8). I loro substrati e i loro prodotti sono 
essi stessi componenti della membrana e quindi i lipi- 
di di membrana sono fabbricati direttamente nel sito 
di utilizzo. Eugene Kennedy e James Rothman dimo- 
strarono, usando una marcatura selettiva, che que- 
sto processo avveniva nei batteri. Essi fecero cresce- 
re dei batteri per un minuto in presenza di fosfato 
marcato con 3*P, in modo da marcare radioattiva- 
mente il gruppo fosforico dei fosfolipidi di nuova sin- 
tesi. Veniva poi aggiunto alla sospensione cellulare 
l’acido trinitrobenzene sulfonico (TNBS), un rea- 
gente impermeabile alle membrane che si combina 
con la fosfatidiletanolammina (PE; Fig. 11.38). L’ana- 
lisi della .membrana con doppia marcatura ha mo- 
strato che nessuno dei fosfolipidi PE marcati con TNBS 
era anche radioattivo. Questa osservazione indica che 
le nuove molecole di PE vengono sintetizzate sulla fac- 
cia citoplasmatica della membrana (Fig. 11.39, in bas- 
so a sinistra). 

Se si fa passare un intervallo di tre minuti tra la 
marcatura con fosfato radioattivo e l’aggiunta di 
TNBS, circa la metà del PE marcato con *°P è anche 
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Figura 11.38 La reazione del TNBS con la PE. 


marcato con TNBS (Fig. 11.39, a destra). Ciò stabili- 
sce che la velocità di flip-flop del PE in una membra- 
na batterica è circa 100 000 volte più veloce che in 
un doppio strato lipidico costituito soltanto da fosfo- 
lipidi (dove la velocità di flip-flop aveva tempi di di- 
mezzamento di alcuni giorni). Evidentemente la mem- 
brana contiene proteine che catalizzano i meccanismi 
di flip-flop (flipasi). In questo modo i fosfolipidi sinte- 
tizzati su un lato della membrana possono raggiun- 
gere facilmente l’altra faccia. La distribuzione asim- 
metrica delle varie specie lipidiche nelle due facce 
della membrana è probabilmente una conseguenza 
del legame preferenziale di alcuni lipidi alle protei- 
ne di membrana distribuite asimmetricamente. 

[440 ] Nelle cellule eucariotiche, i lipidi sono sintetiz- 
zati sulla faccia citoplasmatica del reticolo endopla- 
smatico (ER), vescicole membranose interconnesse 
che occupano una gran parte del citosol (Fig. 1.5); 
da qui, i lipidi di nuova sintesi vengono poi traspor- 
tati alle altre membrane. Un meccanismo di trasporto 
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è la formazione di vescicole membranose che si stac- 
cano dall’ER e vanno successivamente a fondere con 
altri tipi di membrana. Questo meccanismo non spie- 
ga però la diversa composizione in lipidi delle varie 
membrane della cellula. I fosfolipidi possono essere 
trasportati tra le varie membrane da proteine che 
scambiano fosfolipidi, presenti in molti tessuti. Que- 
ste proteine trasferiscono spontaneamente specifici 
fosfolipidi, una molecola alla volta, tra due membra- 
ne separate da un mezzo acquoso. La composizione 
lipidica caratteristica di una membrana può essere 
generata in un sito di rimodellamento oppure me- 
diante la degradazione di suoi componenti lipidici 
(paragrafo 23.8A). 


Incubazione con 
fosfato radioattivo 


L’ipotesi del segnale spiega il trasporto mirato 
di molte proteine di membrana 


[441] Le proteine di membrana, come tutte le protei- 
ne, sono sintetizzate sui ribosomi sotto la direzione 
dello stampo di RNA messaggero (un processo chia- 
mato traduzione; Capitolo 30). Il polipeptide cresce 
dall’N-terminale nella direzione del C-terminale me- 
diante l’aggiunta di un residuo per volta. I citologi 
hanno notato da lungo tempo due classi di ribosomi 
negli eucarioti, quelli liberi nel citosol e quelli legati 
all’ER, che formano il reticolo endoplasmatico ru- 
vido (RER; Fig. 1.5), così chiamato a causa delle ru- 
gosità presenti sulla sua superficie dovute ai riboso- 


‘ mi legati). Entrambe le classi di ribosomi sono però 


strutturalmente identiche e differiscono soltanto nella 
natura del polipeptide che stanno sintetizzando. I ri- 
bosomi liberi sintetizzano principalmente proteine so- 
lubili e mitocondriali, mentre i ribosomi legati alla 
membrana dell’ER fabbricano proteine transmembra- 
na e proteine destinate alla secrezione, operazione che 
avviene nell’ER, o che vengono incorporate nei lisoso- 
mi (vescicole membranose che contengono una bat- 
teria di enzimi idrolitici che possono degradare e ri- 
ciclare i componenti cellulari; paragrafo 122A). Que- 
st’ultima classe di proteine compare dapprima nel 
reticolo. 


Figura 11.39 La localizzazione della sin- 


ì; it) tesi lipidica in una membrana batterica 
LA, è stata determinata mediante una marca- 

79 tura radioattiva della PE di nuova sintesi, 

17% A incubando la cellula per 1 minuto con fo- 


9° k sfato marcato con *°P (teste polari color 

ea = 3 min Be =g ge «2 arancione), ed una seconda marcatura in- 
© —d —T > & — 29 @ <= dipendente della PE direttamente sulla su- 
= 9 > pe) Arr perficie della cellula con il reagente im- 
e ig: e ig d N) permeabile alla membrana TNBS. Se la 
d) ARA ® marcatura con TNBS (sferette viola) viene 


Incubazione con 


senza intervalli ee 
di tempo) 


0. Incubazione e e i sintetizzato sulla faccia citoplasmatica del- 
TNBS (di seguito e do con TNBS es la membrana. Se invece vi è un ritardo 


fatta immediatamente dopo quella con 
32P, nessuna molecola di PE contenente 
32P viene marcata anche dal TNBS (in ba- 
so a sinistra), suggerendo che il PE viene 


di qualche minuto tra le due marcature, 
la maggior parte del PE marcato con 3?P 
viene marcato anche dal TNBS (a destra). 


TAGNY apeuSas pi aseSa] è yg-]s0d cojuoumreduioo um Ul 
eUBIQUISTI IP 2J0}}399J UN ouEjoum]s ‘Hd ql 0 20 
IP 2UOIZEI}US9U0I E] auI09 ‘anIosouoos EIoSUE ‘Tel 
-U9IquIe aPISLIANIBICO 2] ‘ENTIqeqoId 2}]0w1 U0D “JT 
-Jsod o}uaum.teduroo un ur cos eNopord auara 24I 
auorzesgipou: eun ‘0)gJS07-T-Trurumumescon]S-[1390e-N 
oddn38 un elsmboe cusmI tp uou ewI YA pu cpemwa 
«no9e ausra euIzua 0]sanb ‘qq euIsda]e9 aferuiososI] 
Iseo]o1d erre TIY ezuanbas e] opuaSunisfe ‘pumò 
*“Ya.I[9u a}ezodia a auorzeunsap ewm.isonb ep 2) 
-eIadnoaI 2)uowre]uozd rod oueSuasA ayo ew ‘IferuIos 
-OSI] 0 SUOIZa.I9as TP aUT9]o.Id a] 209 asoueIqUuIawI a] 
* -0019S9A OSISABINE CINESE] dopua 0[001]9I JI QUISSE] 
TION 2Ur8]oId 3] SUI 0}}gJ |ns azuapraa auonq 2394 
-UI QUOS TA ‘EUBIQUISUI EYE 0}eSa] a.10]}999I UM Ep 2) 
-eZZI]IQOUIIT OUEIS ao apigegoidun eiquios WI.IIPP 
OU19]UT,ITE sjuewmeIagI] a Japuojzip cuossod autazosd 
a;sonb suo ced #TICN 2uI29]o1d a]sonb yqpou amu 
-9]LI 2 ]USWUeAT]]9[os OUOSUIA SUO “EIROIFIPOLI EUIS] 
-oId Eljap auorzaIoas E[[PU EImsLI FUOIZEIS][e Mo EI 
‘(‘TAQNI EQUeAIp ezuanbas e] ‘£*7 EHogei ‘199; eum 
pe erSopoqurs e] opuesn) nat-np5-dsy-sAT a[eurur19] 
- ezuanbas e] ‘Merga]isA 19U ‘outey conewISE[dopua 
0]091]a1 ju OUopalsti ayo quos autaosd 31 [EF] 


conewse]dopua 009131 PU 
2ur9301d rp 3U0IZUINA 


‘suorzazias 010] ee cuejiod 
ezuanbos eisonb ur Inorzes9:]y ‘(Huene nId par) naT 
npo-dsy-s47] afeutunIa Isso queo ezuanbas 010] ETep 
enpaduri ezuasedde ul susa YA.]P 0uISZUL Te cu 
-euorzunz 3uo Higqnos surszord rp suorze}10dsa,1 ‘(1 
“urea NId 1p9A) [eu] SUOIZEUMSSp 010] ere o1odsen TI 
Jod asoueIquIstI 2jooIosaA Ul a}eurzzeSeurui cuos 
-u9A aur9}o1d a] MY ‘(ge'T7 opeaSered ‘@I1 -St3) geu 
-orznpel] jsod IUOIZESHIPpouI 211fe CUOSUSAAE 2/0p 
‘pendur pa nnyerdde isoueIquIawI roses ep 01mIus 
-09 ogaueSzo um ‘(ST ‘S13) 18]05 [op o;eredde {su 
ouoredde Iferuiososi] 0 euUEIqQUIaWISUE.I] ‘auorzaI0as 
mp aursjord 2] ‘Isajuis 030] è] odop odurs) aYorent) 


“vuviqUIUI vap 07130 uso]d 
-0119 030] ]NS 3]0UNULI]-) ONPISII 010] ]1 UOI VT] 
-jap vunIquiaI Da assi rpumb ouvisas DUDIQ 
-UBUSUDAI 9U19)O.1d 37 ‘“EUCIQUISUI E] OSIDALIN]E 
eotpundadrod euazeo erjop orsSessed Ir e)sa.lIe po 
«OJUotILISISE.I) JI B220]Q> O «EUBIQUISUI ET[E E.109 
“Ue aj» INpIsaI 07 eoI1o Ip ezuanbas eum 0uosuaz) 
-109 ‘OLTE UO [e ‘ee IquIetISsTEs) surs]oId a] ‘3uI 
-N] {e Ou} YIY [PP euEIquIiswI E] a}uawreja]duroo 
OUESISARI]]E IMUOSOSI] ISP 0 Ya.I{Pp ‘auorzazsas E] 
Jed aur9)01d 97 ‘YI Ep BIVOSSIP IS EUOSOQLI JI ‘21 


-e}a]du1oo erejs a apudadrod [sp Isa}uIs E] opuent) ‘9g 
. (ae 
oxe1Sered) euia}o1d00]8 eum arewrIo; Jod Hesp 
-TOqueo Ip caponu un Tp 029€N3e ] fordurasa pe au 
“EqIosaIO IP asez ur eIooue eorpizdadijod eua2}E5 E] 
“ms geuorznpe1]sod ruorze>gipow a1mpord e 
OURPIZIUI YTY [PP SUM] [Pu MuasaId TIUNIZUA LIV *g 
“ez 
-uanbasard neurergo ayoue cuofuaa apeufas Tp p 
-ndad 1 ‘eutazoxdard e1ap auara 01253] BIOSUE 2 
-euSas mp apudod i uoo eoipridadiod euaeo ef) eu 
“eIquiewi el[e ereSa] apeuSas rp isepndad eun ep 
Elosa.9 Ip asez ul eorpridadgod eua]eo elrep ossowI 
“I ajuaureogiveds suo ossa ‘ITYI [Pp aumj [eu 
ojezua a apeuSas Ip apydad pi ayo odop onqns ‘5 
‘0ms 
-39 UT OSSNOSIP SULA BUEIQUISTI E[jou aJerjauad e 
sosa1i spudadiod pr sw09) ‘JTY "PP sum] pu al 
-«gIjua J9d eUEIQUISUI E] OSISARI]}E aJUSISEU BOTIp 
-4dadrod eu2]]5 Efop afeururia]-N J{9p 018Sessed 
Ti ene; a apridadiod [ap 1s9}uIs e] aJopuasdia 
è EWIOSOGLI JI ejowmmis QID) “(DI 0£ 3 69 IP esseuI 
eun apuowreamedsri quane elrungqns 09 0I9UTPoI 
-23a um ‘(12201d $u120p ‘0998? Ip eurszoad ep) 
IUS. 19d 3103}9991 fe 259] IS AA0P ATX [9P 900 
“Ij19dns ems apuozJip eWIOSOGLI-TYS 0ssa]dwoo I *g 
‘Tosono jeu Eereroseni eSuzA 
UOU YHY [E eJeurjsap eursjo1d eum ato EImoIsse a 
eorpndadijod eu2)e]5 el[ap ojuaureSunzfe auoLIs)m 
un sostpadun sweS2] o)sant) “ewosogLi Je esa] IS 
‘Tprosponu 00€ IP VNY IP E[osa]ow1 eum Ep a IPu 
-dadrpod 1su9ATp 19s ep ojsodu1oo ‘MY S7E IP essewI 
gun u09 ossa[duroo un ‘(TUS) apeufas pap 07u2w1 
“oso wodII Ip e[soried e] opumd c3sanb e a ew 
-0SOQLi Jp BImyn.a)s el[ap LION] Tp [e apuajsa IS 3] 
-euSas tp apndad pi ‘mpisai 0g Oslo Ip ezzoysuni 
e] opumISSEI ey eorpiidedipod eu2]eo e] ayo odog *Z 
‘0.J0] 83} azuersruios 2]0001d 0]os cuueY apeu 
«as Ip Ipundad 1 (I7'11 813) afteutuia:-N Je OUIDIA 
Iiseq Mmpisai nido om ouopuarduioo ‘0;mos IP 
‘ao PIHOIpI NId mpisaI rumo]E ep operSSagoueg “D 
-AQOJOIPI MPisaI CT-/ TP cappnu um ep nm}H]soo 0U 
-os apeuSas rp pndad nsant) ‘apeuSas rp appdad 
D119p “mpisai 9g 0 EI VP VISOdUOI VIITI DITPIIVOU 
-nuun vzuanbas vun 3qouluia:-N,}]7D UO? 3702211 
-aquis cuoSuan ‘puniquawsunii 3u18304d 3) und 
aU09 “iponuososi] 2 3U0IZIIIAS TP 3U193OId 2 IMI "I 


:(OFTI ‘St3) amuoane ond ossazo1d 0]sanb auIc9 aJustU 
“-qerzied cuswe eSards apeufas [op 1s9;od1,T cIIY 
[9p eueIquem e] aressaneÌe cuossod ‘Lrejod 23uolI 
= eADE]9I a J]jour ‘ojooajowi ipuerS ajsanb awm09 I deu 
“19]01d 3J}[e SITep N7.I[PU 2}ezz4a;uis aJossa OUOA9P 
euoI auts]osd 2] a TeIzual2IpIp apigissod 2 QUIOI [Ri] 


s-g2501-80-28 O 


28£  SUDIQUSU 2 1PIANT 


iz ajiaza 


Rorccti 


inv 


(#61 ‘9915-4915 
‘dd ‘ZL ‘SOY SPIDV 29PNN “FF ‘NOSIVM :9)U04) ‘€ ®|jAQEL 
Ejjau a]eLodiI cuOs IpioeouIILUE 1]8 J9d eJaNa| PUN pe 1UOIZEIADIGE 


LIS] 
AM 


AO 
AA 
av 
K9 
Ad 
9 Yu 
dv 


ejpuSas Ip 
isepndad eljop 
c99eNne IP UNA 


AL > Z00%000 tI LL 


‘ouSasip 
JPu oucIEdLUOI 3YI Luen]j39 NuauodwIo> je 1[Bap ajjanb e opadsu 
OS/L ® EHOpii EIEIS 2 BUIOSOGII |ap SUoISUIWIP E] EZZaleiy> 21018 
-Bew Jag “EIDOSSIP 1S EWIOSOGLI |I “ejeuiWusa) è apndadijod jap 1593UIS 
e] opuenò (9) ‘(X3,[[Pp aunj |jau aJuaie]a[duioo ouessed 3U0IZaIDas 
Eejje ajeunsap aula)0id aj) EUEIQUIALI Ee|jjau Eriuasui eISAI EUISOIC è| 
‘edipipeouiiwie ezuanbas ens ejjep ojeuiuuajap ‘ojund ous5 un py 
“EUPIQUISLI Bj OsIanEINEe auunj [ep Lion} ejepuewili aJassa ond uou 
ejeSaldu 2 eul3]oJd e| 3Y> E}]OA Eu) ‘2UOIZE|!s091]8 Ip ossazold |I 
OUPIDUILIOI ILUIZUS HUND|E aljUaui ‘PANEL AUOIZEULIo]uo> ejjau 18188 
«didu e eiziui pa awnj jau esnasa suala eDIpndadijod eu9eD E] (6) “ed 


euUeIQUISWI Bije 
BIODUE IS a 
esaldu is 
‘aunj jeu 3810ds 
eui8])01d eq "S 
BIDOSSIP IS 
BUWIOSOGU || *9 


REIPIOGIEO 


2000 SAN 
fe (A, fe “— opiani 


UN] 


S-B£50I-20-82 © 


apusJdi 
suis eq «go IS9IUIS BIZ 


E]JEIIPLIS SUIIA 
ajeusas Ip 
ezuanbas BI ‘| 


21 ‘(N/q ul) iDiseq Inpisa: ep Nnnpazald cuos ajeuSas ip Ipndad isp 
aued 1018Seu E|jjap (QUOLELU Ul) IDIQOJOIPI 1ajpnU | “HOLugsna Ip au 
-01Z8199s Ip auia}o1d sunoje ip ijeutuila]-N azuanbas 37 Lp°LL Candia 
SAEWI Paz IP T'ZZ BUIRZOIA 
O[jOd IP BWIZOSIT] 
BUUNUI EUI3)01d0]9J-2 
ONLI Ip ISEuLUY 
suewin | ajjap azuesad eualeo 
ouguIin 0uUsSoULIQl)-0 
ouewn 4 auola iau] 
BUBLIN BUINSUIOId 


BUIAOQ CUILUNQIESJA 


Si 1 d DV VINO QUA EYossIo Ejjap SUOLO 


-1:1]09}01d IA Jad essowili ausIA ajeuBas ip ezuanbas èj ‘coneuwise;dop 
-Ua 0[02])91 jap awnj jau 0ss31BU: ons ji odop ougns (p) ‘EueIquiaui 
| OSISARINE BHOSAID Ip ese; ul apydadijod jap 0188essed |! eNjIDEI 3 


| eDI2]OJd 1SQ]UIS Bjjap esaJdi e| EUluJ9]ap SUI dYs,] 18d PUEIQUISUI 


-SUP1) 3JONADA1 je e] IS dyS,1 (£) ‘apndadijod jap is93UIS Èj E290][q a 
ejeja]duio> è ajeuSas ip ezuanbas e| euadde IWOSOQui re eSa| IS 2] 
-EUS9Ss |} (JYS) BISOUODI 3UI E[jaDmued eun (7) “INpisal 9€ e £1 Ep eis 
-odw09 ajeusas ip ezuanbas eun suanuo) euI9]o:d B|jap a|EUILLI2]-N 
aUuoISa] E] ‘e2I9)01d 152)UIS | LIZIU] (1) :9jeudas jap 1S9)0di,] Opuo3 
-9s BUEIQUISLI ip ajel8a]ui EuI)O1d PUN ip ajgiziui QuOIZE;IS0DI]8 E| 
a BUPIQUIBLU P|[BU BUOIZIOSUI,] ‘O[eiLUOSOQU ISQUIS E] OLI BINDIJ 


eprdadijod 
Jap IS83UIS 
BijBp OIZIU) “T 


PUGILI QUISIA Ke; 


049 
epndadyjod jap uasSessaw YNY 


fr TTT 


dUs.i 190 310399Y 


FORESTE 


dA a 
ù 


Brera 


coneuise;jdopua 


BI9E]JS 
npnc ——— 00984 


eIeuBas Ip 
ezuanbas 


TI 0ONdOI — 985 


338 Capitolo 11 


Reticolo — 
‘endoplasmati 
ruvido: 


1. Trasferimento nel 
lume ed inizio 
... della glicosilazione 


Apparato — 


© 88-08-10538-5 


Vescicole 
rivestite 


2. Ulteriore \ 


glicosilazione | \ 


. 3. Fusione. / 


&X9N 


= S . MO 
i: Oligosaccaride CRA 
ox completato. riali 

a 5 è - n a % ser ; "I i ; a) Ù z 

- Membrana 4% 
plasmatica gf” | 
i NE O0E = ©“ Proteina 

È matura 


0): 


«È 


Figura 11.42 Il processo di modificazioni postraduzionali delle pro- 
teine integrali di membrana. (1) Durante la loro sintesi sui ribosomi. 
La glicosilazione viene iniziata nel lume del reticolo endoplasmatico. 
(2) Una volta completata la sintesi, si formano vescicole rivestite con- 
tenenti la proteina che si spostano dal reticolo endoplasmatico all’ap- 
parato del Golgi, dove viene completato il processo di modificazio- 
ne. (3) Dopo queste modificazioni, altre vescicole rivestite trasporta- 
no la proteina alla sua destinazione finale, qui indicata come la mem- 
brana plasmatica. 


ed il complesso viene poi riportato nell’ER da una 
vescicola specializzata. Questo tipo di recettori sono 
stati identificati nel lievito e nell’uomo. 


Anche le proteine delle membrane batteriche 
sono precedute da un peptide di segnale 


[ 444 ] L'ipotesi del segnale è applicabile anche ai bat- 
teri. Le proteine che attraversano la membrana pla- 
smatica dei batteri hanno una sequenza di segnale 
iniziale simile a quella degli eucarioti e vengono sinte- 
tizzate da ribosomi legati alla membrana. L’impor- 
tanza del peptide di segnale nel dirigere una protei- 
na alla sua destinazione cellulare fu dimostrata an- 
che mediante studi di ingegneria genetica nell’E. co- 
li. La proteina che lega il maltosio, coinvolta nel- 
l’assunzione del disaccaride maltosio, viene normal- 


mente secreta attraverso la membrana plasmatica nel 
compartimento periplasmatico (lo spazio tra la 
membrana plasmatica e la parete cellulare nei batte- 
ri gram-negativi; Fig. 10.23b). Le mutazioni che mo- 
dificano anche solo un residuo idrofobico del pepti- 
de di segnale della proteina che lega il maltosio, so- 
stituendolo con un residuo carico, portano all’accu- 
mulo nel citoplasma di questa proteina con il pepti- 
de di segnale ancora legato. 

Utilizzando la tecnica del DNA ricombinante (vedi 
paragrafo 28.8) per aggiungere un peptide di segna- 
le ad una proteina che normalmente risiede nel cito- 
plasma, si ottiene il trasporto della proteina ibrida 
attraverso la.membrana plasmatica. Manipolazioni si- 
mili hanno portato ad analoghi risultati anche negli 

* eucarioti. 


La disposizione di molte proteine di membrana 
necessita di altre spiegazioni 


[445 | L'ipotesi del segnale spiega l’orientamento di 
numerose proteine integrali della membrana come 
la glicoforina A (Fig. 11.22), ma non dà informazioni 
su come queste molecole polari possono penetrare 
nelle membrane biologiche. Inoltre l’ipotesi non spie- 
ga le seguenti osservazioni: ° 


virili 


Lipidi e membrane 339 


x 


1. La neuraminidasi del virus dell’influenza è 
una proteina che è orientata con il suo residuo 
N-terminale sulla faccia citoplasmatica della mem- 
brana. 

2. La catena polipeptidica della rodopsina attraversa 
sette volte la membrana (Fig. 11.26). Il canale anio- 
nico dell’eritrocita, la proteina della banda 3, at- 
traversa la membrana almeno 12 volte ed è orien- 
tata sia con l’N-terminale che con il C-terminale 
all’interno della cellula. 

3. La proteina integrale di membrana citocromo cs 
(Fig. 11.24) viene sintetizzata da ribosomi solubili. 

4. Molte delle proteine mitocondriali sono sintetiz- 
zate nel citosol e devono quindi attraversare una 
o entrambe le membrane mitocondriali (paragra- 
fo 1.24) per raggiungere la loro destinazione fi- 
nale. Analogamente, alcune proteine delle piante 
sintetizzate nel citosol devono attraversare tutte 
e tre le membrane dei cloroplasti. 


Come vengono inserite le proteine nelle membrane 
o come possono attraversarle? L’impossibilità di ri- 
scontrare «pori» per le proteine che potessero media- 
re il loro passaggio attraverso la membrana ha por- 
tato, all’inizio, a proporre che il segmento idrofobico 
del peptide di segnale della proteina, possibilmente 
in associazione con altri segmenti polipeptidici non 
polari, determinasse l’inserzione spontanea del poli- 
peptide sotto forma di a-elica (un’elica soddisfa com- 
pletamente il potenziale di formazione di legami idro- 
geno della catena principale di un polipeptide in as- 
senza di acqua). Recenti osservazioni tendono a sug- 
gerire che l’inserzione di una proteina in una mem- 
brana viene facilitata da proteine specifiche in un pro- 
cesso favorito dall’ATP. Nel lievito alcune di queste 
proteine derivano da una famiglia di proteine heat 
shock (Hsp; proteine da shock da calore) con una 
massa molecolare di 70 kD (proteine altamente con- 
servate in tutti gli organismi, la cui sintesi viene in 
molti casi indotta da stress ambientali come il calore; 
queste molecole sono state chiamate Hsp70. Il ral- 
lentamento della produzione della Hsp70 per inge- 
gneria genetica nel lievito causa l’accumulo nelle cel- 
lule di precursori di proteine che invece dovrebbero 
essere importati nell’ER o nei mitocondri. 

Sembra probabile che soltanto le proteine non ri- 
piegate possano passare attraverso una membrana. 
Per esempio, la diidrofolato reduttasi (DHFR), un 
enzima normalmente citosolico, viene importato nei 
mitocondri di lievito quando è preceduto da una se- 
quenza di segnale di una proteina mitocondriale sin- 
tetizzata nel citosol. Questo importante processo vie- 
ne bloccato dalla presenza di metotrexato (ametop- 
terina), un analogo del normale substrato della DHFR, 


il diidrofolato (paragrafo 26.4B). Il metotrexato si 
lega alla DHFR con un’affinità così elevata da stabi- 
lizzare la conformazione nativa della proteina. La ve- 
locità di traslocazione di una proteina attraverso una 
membrana, facilitata dall’Hsp70, viene stimolata ul- 
teriormente da una denaturazione preventiva della 
proteina con urea. L°Hsp70 potrebbe essere quindi una 
«proteine deripiegasi» (protein unfoldase) guidata dal- 
VATP. 


Le proteine di membrana, di secrezione 
e lisosomiali sono trasportate 
in vescicole rivestite 


[446] Le vescicole in cui vengono trasportate le pro- 
teine dal RER o dall’apparato del Golgi alla loro desti- 
nazione finale sono dette vescicole rivestite (Fig. 
11.43). Questi sacchi membranosi sono rivestiti sulla 
loro superficie esterna (citosolica) da un reticolo po- 
liedrico costituito dalla proteina non glicosilata cla- 
trina, che si pensa possa funzionare come una im- 
palcatura che promuove la formazione delle vescico- 
le. Una vescicola nasce sulla sua membrana di origi- 
ne e poi fonde con la sua membrana bersaglio. Que- 
sto processo conserva l’orientamento delle proteine 
transmembrana (Fig. 11.44), e quindi il lume del reti- 
colo endoplasmatico o dell’apparato del Golgi è topo- 
logicamente equivalente all’esterno della cellula. Ciò 
spiega perché i carboidrati delle glicoproteine integra- 
li di membrana sono presenti soltanto sulla superfi- 


x cie esterna della membrana plasmatica. 


Le proteine vengono inviate ai lisosomi 
mediante il riconoscimento 
di carboidrati specifici 


[447] Come vengono selezionate le proteine da tra- 
sportare all’apparato del Golgi e poi alle rispettive 
destinazioni finali? Una risposta a questa domanda 
viene da una malattia ereditaria umana nota con il 
nome di I-cell disease, che negli omozigoti è carat- 
terizzata da un progressivo ritardo psicomotorio, de- 
formità scheletriche e morte precoce. I lisosomi del- 
le vittime dell’/-cell disease contengono inclusioni (da 
cui deriva il nome della malattia) di glicosammino- 
glicani e di glicolipidi, per l’assenza di diverse idro- 
lasi lisosomiali. Questi enzimi sono sintetizzati sul RER 
con le sequenze amminoacidiche corrette, ma invece 
di essere inviate ai lisosomi, sono secrete nel mezzo 
extracellulare. Questo errore di localizzazione deri- 
va dalla mancanza di un residuo di mannosio-6-fosfato 
nei carboidrati di questi enzimi idrolitici, per effetto 
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alla membrana. Questa necessità di un gruppo idro- 
fobico non spiega però la richiesta funzionale di alcu- 
ne proteine per uno specifico residuo di acido grasso. 

È stato recentemente scoperto che il sito di legame 
del palmitato è realmente un residuo di Cys, diverso 
però da quello nella sequenza C-terminale citata pri- 
ma. Il fatto che la proteina a cui è stato rimosso que- 
sto residuo C-terminale di Cys risulti non più acilabi- 
le è dovuto alla metilazione ed alla farnesilazione a 
cui va incontro questo residuo ed entrambe queste 
modificazioni sono prerequisiti per la palmitilazione 
(il gruppo farnesile è un idrocarburo poliisoprenoi- 
de; paragrafo 23.64). 

L’acilazione con acidi grassi e la farnesilazione so- 
no modificazioni comuni e, in molti casi, essenziali 
in proteine coinvolte nella regolazione della crescita 
cellulare, come ad esempio la proteina codificata da 
un proto-oncogene p21°7 (paragrafo 33.4C). È pos- 
sibile che queste modificazioni consentano alle pro- 
teine di associarsi reversibilmente alle membrane sen- 
za contenere nelle loro molecole le sequenza corret- 
te per l’inserzione nella membrana. Questa osserva- 
zione potrebbe spiegare perché l’inibizione della sin- 
tesi del mevalonato, il precursore dei residui di far- 
nesile, inibisce anche la crescita cellulare. 

Le lipoproteine, particelle costituite da proteine 
e da lipidi associati non covalentemente, sono attual- 
mente più famigliari delle proteine legate ai lipidi. 
Le lipoproteine funzionano nel plasma sanguigno co- 
me veicoli di trasporto per i triacilgliceroli e per il 
colesterolo. In questo paragrafo discuteremo la strut- 
tura, la funzione e la disfunzione di questo gruppo 


Classe della 
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di particelle complesse e come le cellule eucariotiche 
assumono le lipoproteine ed altre proteine specifiche 
dai fluidi esterni per mezzo dell’endocitosi media- 
ta da recettori. 

È stato recentemente scoperto che il glicosilfosfa- 
tidilinositolo (GPI) serve ad ancorare le proteine al- 
la membrana plasmatica negli animali e nei proto- 
zoi. Il nucleo di questa struttura di GPI è costituito 
da fosfatidilinositolo (Tabella 11.2) legato con legami 
glicosidici a un tetrasaccaride lineare composto da 
tre residui di mannosio e da un residuo glucosammi- 
nilico. Il mannosio all’estremità non riducente di que- 
sta struttura forma un ponte fosfoestere con un resi- 
duo di fosfoetanolammina che, a sua volta, forma un 
legame amidico con il gruppo carbossilico C-terminale 
della proteina. Il nucleo tetrasaccaride è in genere 
sostituito con una varietà di residui saccaridici, che 
variano con l’identità della proteina. Vi sono anche 
differenze nella composizione in acidi grassi. Non 
è possibile invece generalizzare sul ruolo o sulle pro- 
prietà delle proteine ancorate alla membrana dal GPI. 


A. Struttura delle lipoproteine 


[450 ] Le lipoproteine del plasma formano micelle glo- 
bulari costituite da un nucleo non polare di triacilgli- 
ceroli e di esteri del colesterolo, circondati da un rive- 
stimento anfifilico di proteine, fosfolipidi e colestero- 
lo. Esse sono state classificate in cinque grandi cate- 
gorie sulla base delle loro proprietà funzionali e fisi- 
che (Tabella 11.6): 


lipoproteina "o : Apoproteine du ot) 
Chilomicroni Triacilgliceroli della dieta A, AI, B-48, CA, <0,95 800 S$5 000 
e rimanenze (I, C-II, E 
VLIDL Triacilgliceroli endogeni, B-100, C-I, C-II, 0,95 — 1,006 300 — 800 
esteri del colesterolo, C-III, E 
colesterolo 
IDL Esteri del colesterolo, B-100, C.III, E 1,006 — 1,019 250-350 
colesterolo 
triacilgliceroli 
LDL Esteri del colesterolo, B-100 1,019—- 1,063 180—280 
colesterolo, 
triacilgliceroli 
HDL Esteri del colesterolo, AL A+, C-, CI, 
colesterolo D, E 1,063—1,210 50-120 


*L'ordine rispecchia la quantità di lipide presente nella lipoproteina. 
Fonte: Brown, M.S. e Gorstein, J.L., in BraunvALD, E., IsseLBacHER, K.J., PETER- 


DORF, R.G., Witson, }.D., MARTIN, ).B. e Fauci, A.S., (curatori), Harrison's prin- 
ciples of internal medicine, 1îa ed., p. 1651, McGraw-Hill, 1987. 
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1. Chilomicroni, che trasportano triacilgliceroli 
e colesterolo esogeni (da una fonte esterna, in 
questo caso dalla dieta) dall’intestino ai tessuti. 

2-4. Lipoproteine a densità molto bassa (VLDL), 
lipoproteine a densità intermedia (IDL) e 
lipoproteine a bassa densità (LDL), un grup- 
po di particelle correlate che trasportano tria- 
cilgliceroli e colesterolo endogeni (da fonti in- 
terne) dal fegato ai tessuti (il fegato sintetizza 
triacilgliceroli dai carboidrati in eccesso; para- 
grafo 23.4). 

5. Lipoproteine ad alta densità (HDL), che tra- 
sportano il colesterolo endogeno dei tessuti al 
fegato. 


Le particelle di lipoproteine vanno incontro a conti- 
nui processi metabolici e possono di conseguenza ave- 
re proprietà e composizioni variabili (Tabella 11.6). 
Ogni particella contiene una quantità sufficiente di 
proteina, di fosfolipide e di colesterolo da poter for- 
mare sulla superficie della particella stessa un mono- 
strato dello spessore di circa 20 À contenente queste 
sostanze (Fig. 11.45). La densità delle lipoproteine è 
inversamente proporzionale al diametro della parti- 
cella, in quanto la densità dello strato di rivestimen- 


x 


to esterno è maggiore di quella del nucleo. 


Apoproteina B-100 


Fosfolipidi 
Esteri del Fl 
colesterolo \ 7" 

CANE 


esterificato 


Figura 11.45 Le LDL sono il principale trasportatore del colesterolo 
nel sangue. Questa particella di forma sferica è costituita da circa 
1 500 molecole di colesterolo esterificato circondate da uno strato 
anfifilico composto da 800 molecole di fosfolipidi, 500 molecole di 
colesterolo ed ‘almeno una molecola di apolipoproteina B-100 con 
una massa di 550 kD. (Fonte: Browm, M.S. e GOLSTEIN, J.L., Sci. Am., 
251, 5, p. 60, 1984. Copyright © Scientific American, Inc.) 


Colesterolo non 
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Polari 


Figura 11.46 Proiezione a ruota della probabile a-elica anfipatica co- 
stituita dai residui 148 - 165 dell’apolipoproteina A-1 (in una rappre 
sentazione a ruota le catene laterali presenti nelle varie posizioni ven- 
gono proiettate dall'asse dell’elica verso l'esterno). Notate la segrega- 
zione dei residui non polari e dei residui polari acidi o basici in parti 
distinte dell'elica. Altre eliche delle apolipoproteine hanno una distri- 
buzione delle polarità simili. (Fonte: KAISER, E.T., in OXENDER, D.L. 
e Fox, C.F. (curatori), Protein Engineering, p. 194, Liss, 1987.) 


[451 ]I componenti proteici delle lipoproteine vengo- 
no detti apolipoproteine oppure semplicemente 
apoproteine. Essi sono solubili in acqua ma, come 
le proteine di membrana solubili in acqua, tendono 
in ambienti acquosi ad aggregare. Nelle diverse lipo- 
proteine umane vi sono almeno nove apolipoprotei- 
ne differentemente distribuite e presenti in quantità 
significative (Tabella 11.6). Le misure di dicroismo 
circolare (CD) indicano che le apolipoproteine hanno 
un elevato contenuto di eliche, che tende ad aumenta- 
re quando esse vengono incorporate nelle lipoprotei- 
ne. Apparentemente le eliche sono stabilizzate dal- 
l’ambiente lipidico, probabilmente in quanto le _eli- 
che soddisfano meglio le esigenze di formazione dei 
legami idrogeno dello scheletro polipeptidico nell’in- 
terno privo di acqua di una membrana. I 
L’analisi della sequenza dei 245 residui della apoA-I 
rivela che sei segmenti simili di 22 residui ciascuno 
hanno un'elevata predisposizione a formare eliche 
(paragrafo 8.1C). Le sequenze di queste eliche putati- 
ve, come quelle di eliche in altre apolipoproteine, han- 
no i residui idrofobici e idrofilici disposti ai lati oppo- 
sti dei cilindri delle eliche (Fig. 11.46). La faccia polare 
dell’elica ha un carattere zwitterionico e cioè ha ca- 
riche negative al centro della faccia, mentre le cari- 
che positive sono localizzate ai bordi. Un segmento 
di 22 residui con un’elevata predisposizione alla for- 
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[456] 


Figura 11.49 Fotografia al microscopio elettronico di vescicole rive- 
stite presenti sulla superficie interna della membrana plasmatica di 
* fibroblasti in coltura. Confrontate questa figura con le vescicole rive- 
stite della Fig. 11.43a. (Per gentile concessione di John Heuser, Wa- 
shington University School of Medicin.) 


(b) 


Figura 11.50 Fotografie al microscopio elettronico che mostrano l’en- 
docitosi delle LDI da parte di fibroblasti umani in coltura. Le LDL 
erano coniugate alla ferritina ed appaiono quindi come macchie scu- 
re. (a)Le LDL legate ad una invaginazione rivestita sulla superficie 
della cellula. (b) Formazione della vescicola rivestita che incapsula 
le moleocie di LDL legate, (Fonte: ANDERSON, R.G.W., BROWN, M.S. 
e GOLDSTEIN, }.L., Cell, 10, p. 356, 1977, Copyright © 1977, Cell 
Press.) 
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cettori destinati all’endocitosi e ad escludere le altre 
proteine presenti sulla superficie della cellula. Le in- 
vaginazioni rivestite, che hanno sul lato citoplasma- 
tico la clatrina (Fig. 11.49), si ripiegano su se stesse 
formando le vescicole rivestite che, successivamen- 


. te, fondono con i lisosomi (Fig. 11.50). Questa endo- 


citosi mediata dal recettore (Fig. 11.51) è un mec- 
canismo generale attraverso il quale le cellule posso- 
no captare grandi molecole, ciascuna àttraverso uno 
specifico recettore. Il fegato assume le rimanenze dei 
chilomicroni in questo modo, mediante un recetto- 
re per le rimanenze che lega specificamente l’apoE. 
Come si è potuto osservare da studi con marcatura 
radioattiva, nei lisosomi l’apoB-100 delle LDL viene 
degradata rapidamente nei suoi componenti ammi- 
noacidici (Fig. 11.51). Gli esteri del colesterolo vengo- 
no idrolizzati da una lipasi lisosomiale, liberando il 
colesterolo che viene in seguito incorporato nelle 
membrane cellulari. Se vi è un eccesso di colesterolo 
intracellulare, questo viene riesterificato per essere 
conservato all’interno della cellula, ad opera dell’en- 
zima acil-CoA-colesterolo aciltransferasi (ACAT). 
L’accumulo eccessivo di esteri del colesterolo è im- 
pedito da meccanismi di controllo retroattivi: 


1. Elevati livelli intracellulari di colesterolo soppri- 
mono la sintesi del recettore per le LDL, dimi- 
nuendo la velocità di accumulo delle LDL per en- 
docitosi (anche se il recettore per le LDL viene 
riciclato dalla superficie all’interno della cellula 
e così via ogni dieci minuti, questa glicoproteina 
viene anche degradata lentamente e il tempo di 
dimezzamento è di circa 20h). 

2. L’eccesso intracellulare di colesterolo inibisce la 
biosintesi di altro colesterolo (paragrafo 23.6B). 


Le HDL trasportano il colesterolo 
dai tessuti al fegato 


[456] Le HDL hanno essenzialmente la funzione op- 
posta delle LDL: rimuovono il colesterolo dai tessuti. 
Le HDL si organizzano nel plasma da componenti 
ottenuti in gran parte dalla degradazione di altre li- 
poproteine. Le HDL circolanti acquistano probabil- 
mente il loro colesterolo estraendolo dalla superficie 
delle cellule e convertendolo in forma esterificata at- 
traverso l’azione della LCAT, un enzima che viene at- 
tivato dal componente apoA-I delle HDL. Le HDL fun- 
zionano quindi come trappole per il colesterolo. Molte 
evidenze indicano che le HDL trasferiscono il loro 
colesterolo alle VLDL in un processo poco conosciu- 
to, mediato dall’apoD, che viene anche detta pro- 
teina di trasferimento degli esteri del coleste- 
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Figura 11.51 La sequenza di eventi nell’endocitosi delle LDL mediata 
dal recettore. Le molecole di LDL si fegano al loro recettore nelle 
invaginazioni rivestite (1). Queste si introflettono nella cellula (2) e 
formano le vescicole rivestite (3) il cui rivestimento di clatrina si dis- 
socia in triskelion liberi generando vescicole a superficie liscia dette 
endosomi (4). Gli endosomi fondono poi con una vescicola detta 
CURL (compartimento di disaccoppiamento del recettore e del ligan- 
de), che ha un pH interno di circa 5,0. L'acidità produce la dissocia- 
zione delle LDL dal loro recettore. Le molecole di LDL libere si accu- 
mulano in una porzione della vescicola CURL, mentre i recettori si 
addensano in una struttura tubulare attaccata alla vescicola (6) che 
poi si stacca riciclando i recettori per le LDL alla membrana plasmati- 
ca (7). La porzione del CURL con le LDL (8) fonde con un lisosoma 
(9) formando un lisosoma secondario (10) in cui viene degradato il 
componente apoB-100 delle LDL ad aminoacidi liberi e gli esteri del 
colesterolo sono idrolizzati a colesterolo libero e acidi grassi. 


rolo. Circa una metà delle VLDL, dopo la loro degra- 
dazione in IDL e LDL, vengono captate dal fegato 
attraverso l’endocitosi mediata dal recettore per le 
LDL (Fig. 11.47, a sinistra). Vi sono pure indicazioni 
sperimentali che provano che il fegato è in grado 
di captare direttamente le HDL attraverso uno speci- 
fico recettore per le HDL. In ogni caso, il fegato 
è l’unico organo capace di conservare quantità signi- 
ficative di colesterolo (sotto forma di acidi biliari; pa- 
*ragrafo 23.6C). 


Membrana plasmatica 


C. Disfunzione delle lipoproteine 
nell’aterosclerosi 


[457 | L’ateroselerosi, la forma più comune di arte- 
riosclerosi (indurimento delle arterie), è caratteriz- 
zata dalla presenza di ateromi (dal greco: athere, 
sostanza molle), ispessimenti delle arterie che dopo 
dissezione essudano un deposito pastoso giallo, com- 
posto quasi esclusivamente di esteri del colesterolo. 
L’aterosclerosi è una malattia progressiva che in- 
zia come depositi intracellulari di lipidi nelle cellule 
del muscolo liscio della parete interna dell’arteria. Que- 
ste lesioni possono diventare placche fibrose e calcifi- 
cate che rallentano o anche bloccano le arterie. Le 
rugosità che si formano all’interno dei vasi promuo- 
vono la formazione di coaguli che, a loro volta, pos- 
sono occludere l’arteria. 
Un blocco del fiusso sanguigno, che è noto sotto il 
nome di infarto, causa la morte dei tessuti che resta- 
no senza il normale apporto sanguigno. Ciò può ge- 
nerare un infarto del miocardio (un attacco di cuo- 
re), la causa più comune di morte nel mondo occi- 
dentale. 
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riducénti. Le sostanze dei gruppi sanguigni ABO sono 
presenti nelle membrane di molti altri tipi di cellule 
e nelle secrezioni di molti individui. Gli antigeni dei 
gruppi sanguigni M ed N differiscono nella sequenza 
amminocidica N-terminale della glicoproteina tran- 
smembrana glicoforina A. 

Le giunzioni comunicanti sono tubi proteici di for- 
ma esagonale, che uniscono due cellule adiacenti. Il 
canale centrale delle giunzioni comunicanti, che viene 
chiuso dalle elevate concentrazioni di Ca?+, consente 
il passaggio soltanto alle piccole molecole e agli ioni, 
ma non alle macromolecole. 

Le nuove membrane vengono sintetizzate per espan- 
sione di una membrana vecchia. I lipidi sono sintetiz- 
zati da enzimi legati alla membrana e sono deposita- 
ti su un lato della membrana. Essi migrano poi sul- 
l’altro lato per meccanismi a flip-flop catalizzati da 
proteine di membrana. Negli eucarioti, i lipidi sono 
trasportati alle diverse membrane da vescicole o da 
proteine che scambiano i fosfolipidi. Le proteine di 
secrezione e molte proteine transmembrana vengono 
sintetizzate con una sequenza di segnale extra che 
facilita il loro passaggio nel reticolo endoplasmatico, 
appena la catena nascente lascia i ribosomi. Le cate- 
ne polipeptidiche vengono apparentemente inserite nel- 
la membrana in forma non ripiegata mediante un 
processo guidato dall’ATP a cui partecipa la proteina 
Hsp70, una proteina da shock da calore. Una volta 
che la proteina è entrata nel reticolo endoplasmatico, 
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358 Capitolo 12 


di Di MII O 


[466][467] 


struttura ai raggi X di un enzima, cioè del lisozima 
dell’albume dell’uovo (paragrafo 14.2A). Da allora ad 
oggi sono stati purificati e caratterizzati circa 2 000 
enzimi, numero che sta rapidamente crescendo. 


2. SPECIFICITA DI SUBSTRATO 


[466]Le forze non covalenti che mantengono legati 
i substrati e altre molecole agli enzimi sono identiche 
per carattere a quelle che determinano la conforma- 
zione delle proteine stesse (paragrafo 7.4): in entram- 
bi i casi sono coinvolte interazioni di van der Waals 
e idrofobiche oltre a legami idrogeno ed elettrostatici. 
In generale, un sito di legame per il substrato è costi- 
tuito da un incavo (o da una fessura) sulla superficie 
della molecola enzimatica che ha una forma comple- 
mentare a quella del substrato (complementarietà geo- 
metrica). Inoltre, i residui amminoacidici che forma- 
no il sito di legame sono organizzati in modo da in- 
teragire con il substrato mediante attrazioni elettro- 
statiche (complementarietà elettronica; Fig. 12.1). Le 
molecole che differiscono dal substrato per la forma 
o per la distribuzione di gruppi funzionali non si 
possono legare produttivamente all’enzima; quindi 


Figura 12.1 Schema di un complesso enzima-substrato, che mostra 
la complementarietà geometrica e fisica esistente tra enzima e sub- 
strato. | gruppi idrofobici sono rappresentati da una H in un cerchio 
marrone,mentre le linee tratteggiate sono legami idrogeno. 
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questi composti non possono generare complessi 
enzima-substrato, che determinano poi la formazio- 
ne dei prodotti. In accordo con l’ipotesi della serratu- 
ra e della chiave, il sito che lega il substrato può esi- 
stere sull’enzima anche in assenza di substrato lega- 
to oppure, come viene suggerito dall’ipotesi dell’a- 
dattamento indotto (paragrafo 9.4C), si può formare 
intorno al substrato mentre si lega all’enzima. Studi 
ai raggi X hanno stabilito che i siti di legame del sub- 
strato sono in genere preformati nella maggior parte 
degli enzimi e che un certo grado di adattamento in- 
dotto è sempre presente in seguito al legame del sub- 
strato. 


A. Stereospecificità 


[467] Gli enzimi sono altamente specifici sia nel lega- 
me di substrati chiralici, sia nel catalizzare le loro 
reazioni. Questa stereospecificità deriva dal fatto 
che gli enzimi, possedendo essi stessi una specifica 
chiralità (le proteine sono costituite solo da L- 
amminoacidi), formano siti attivi asimmetrici. Per 
esempio, la tripsina idrolizza rapidamente polipepti- 
di composti da L-amminoacidi, ma non quelli conte- 
nenti p-amminoacidi. Allo stesso modo, gli enzimi 
coinvolti nel metabolismo del glucosio (paragrafo 16.2) 
sono specifici solo per il D-glucosio. 

Gli enzimi sono assolutamente stereospecifici nella 
reazione che catalizzano. Ciò è stato dimostrato in 
modo definitivo nel caso della alcol deidrogenasi 
del lievito (YADH) mediante esperimenti condotti 
da Frank Westheimer e Birgit Vennesland. 

L’alcol deidrogenasi catalizza l’interconversione del- 
l’etanolo in acetaldeide e viceversa, secondo la rea- 
zione: 


lo) 
YADH Il 
CH3CH30H + NAD® ===> CH3CH + NADH + H° 


Etanolo Acetaldeide 


Le strutture del NAD* e del NADH sono riportate 
nella Fig. 12.2. L’etanolo, come possiamo osservare, 
è una molecola prochiralica (vedi paragrafo 4.2C per 
una discussione sulla prochiralità): 


OH 
Horo-S sa e —HoroR 
CH, 


I due atomi di idrogeno del gruppo metilenico dell’e- 
tanolo non risultano equivalenti se la molecola viene 


rin 


Introduzione agli enzimi 359 


© 88-08-10538-5 


Forma ossidata Forma ridotta 
HH 0 
E Il 
di A x (6) 
Nicotinamide NH, + 2H]} => | | NH, + HT 
ì 
R 


p-ribosio 


Figura 12.2 Strutture e reazioni del nicotinamide adenina 
dinucleotide (NAD*) e del nicotinamide adenina dinucleo- 
tide fosfato. Le loro forme ridotte sono NADH e NADPH. 
In precedenza essi venivano chiamati difosfopiridin nucleo- 
tide (DPN*) e trifosfopiridin nucleotide (TPN*) e le loro 
forme ridotte erano indicate con DPNH e TPNH. Questi 
composti che venivano collettivamente indicati con il nome 
di coenzimi nicotinamidici oppure nucleotidi piridinici (la 
nicotinamide è un derivato piridinico) agiscono da traspor- 
tatori intracellulari di equivalenti riducenti (elettroni). Nella 
reazione viene modificato solo l'anello nicotinamidico. La 
riduzione coinvolge formalmente attraverso il trasferimento 
di due atomi di idrogeno (H -) anche se il meccanismo rea- 
le della riduzione può essere diverso. 


Adenosina 


X=H _ Nicotinamide adenina dinucleotide (NAD*) 
X= PO3  Nicotinamide adenina dinucleotide fosfato (NADP*) 


posta in uno stampo asimmetrico (Fig. 12.3). I siti 
che legano il substrato negli enzimi sono, di conse- 
guenza, questo tipo di stampi, in quanto essi immo- 
bilizzano i gruppi reattivi del substrato sulla super- 
ficie dell’enzima. 

Westheimer e Vennesland identificarono la natura 
stereospecifica della reazione della YADH mediante 
la seguente serie di esperimenti: 


1. Se nella reazione della YADH viene utilizzato eta- 
nolo deuterato, il prodotto NADH è deuterato: 


CH3CD.0H + 


Figura 12.3 Il legame specifico di un centro prochiralico a un sito 
di legame sull’enzima permette all'enzima stesso di distinguere tra 
gruppi prochiralici diversi. 


È interessante notare che l’anello nicotinammidi- 
co del NAD* è pure prochiralico. 

2. Se questo NADD viene isolato e utilizzato nella 
reazione inversa per ridurre acetaldeide normale 
non marcata, il deuterio viene trasferito quanti- 


tativamente dal NADD al prodotto ‘etanolo: 
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472 


Acido nicotinico 
(niacina) 


Nicotinamide 
(niacinamide) 


Figura 12.4 Le strutture della nicotinamide e dell'acido nicotinamidi- 
co. Queste vitamine formano il componente «attivo» nelle reazioni 
redox dei coenzimi nicotinamidici NAD* e NADP* (confrontare con 
Fig. 12.2). 


li e quindi devono ottenere queste sostanze dalla die- 
ta. Questi composti vengono chiamati vitamine. 

Molti coenzimi sono stati scoperti proprio attraver- 
so la loro capacità di stimolare la crescita di microor- 
ganismi o di curare malattie da deficienze nutrizio- 
nali nell’uomo e negli animali. Per esempio, il com- 
ponente nicotinamide del NAD* (conosciuto anche 
come niacinamide) o la sua forma acida libera aci- 
do nicotinico (niacina, Fig. 12.4) è in grado di cu- 
rare nell’uomo la malattia da malnutrizione chiama- 
ta pellagra. La pellagra, che è caratterizzata da diar- 
rea, dermatite e demenza, era endemica in alcune 
regioni rurali del Sud degli Stati Uniti all’inizio del 
ventesimo secolo e, in alcune regioni dell’Italia Set- 
tentrionale, era nota sin dall’800. La maggior parte 
degli animali, compreso l’uomo, sono capaci di sinte- 
tizzare la nicotinamide a partire dall’amminoacido 
triptofano (paragrafo 26.6A). La dieta ricca in grano- 
turco, che era quella prevalente nelle regioni rurali 
del Sud, è in effetti povera di nicotinamide o di trip- 
tofano da cui sintetizzarla. Il granoturco contiene di- 
screte quantità di nicotinamide, ma in una forma che 
richiede un trattamento con una base per poter esse- 
re assorbita a livello intestinale. Gli Indiani messica- 
ni, che si pensa abbiano introdotto l’uso domestico 
della pianta del granoturco, erano soliti immergere 
la farina di granoturco in acqua di calce (una soluzio- 
ne diluita di Ca(OH),), prima di usarla per prepara- 
re il loro piatto principale, le «tortillas». 

Le vitamine presenti nella dieta dell’uomo che so- 
no precursori di coenzimi sono tutte vitamine so- 
lubili in acqua (idrosolubili) (Tabella 12.2). Al con- 
trario, le vitamine solubili nei grassi (liposolubi- 
H), come la vitamina A o D, non sono componenti 
di coenzimi, anche se è necessario che siano presenti 
in piccole quantità nella dieta di molti animali supe- 
riori. Forse il progenitore da cui discendiamo era in 
grado di sintetizzare i vari tipi di vitamine, come 
ancora oggi fanno le piante e i microorganismi. Poi- 
ché le vitamine sono di norma presenti nella dieta 
degli animali superiori che si nutrono di altri organi- 
smi, oppure vengono sintetizzate da batteri che si 
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Malattia da 
Vitamina Coenzima deficienza 
nell'uomo 
Biotina Biocitina È 


Cobalamina (B1,)  Coenzimi 
cobamidici (B1,) 


Anemia perniciosa 


Acido folico Tetraidrofolato Anemia 
megaloblastica 
Nicotinamide Coenzimi Pellagra 
nicotinamidici 
Pantotenato Coenzima A v 
Piridossina Piridossal fosfato * 
Riboflavina Coenzimi flavinici * 
Tiamina Tiamina pirofosfato Beriberi 


* Nessun nome specifico; la deficienza nell'uomo è rara o non è mai stata 
osservata. 


trovano nei loro sistemi digestivi, è probabile che il 
macchinario cellulare per la sintesi delle vitamine sia 
stato considerato superfluo ed eliminato durante l’e- 
voluzione. 


4. REGOLAZIONE 
DELL'ATTIVITA ENZIMATICA 


[472] Un organismo deve essere capace di regolare 
l’attività catalitica degli enzimi che contiene in mo- 
do da poter coordinare i suoi numerosi processi me- 
tabolici, rispondere a variazioni nell'ambiente che lo 
circonda, crescere e differenziare, tutto in maniera 
ordinata. Ciò può avvenire in due modi: 


1. Controllo della disponibilità dell’enzima: la 
quantità di un dato enzima nella cellula dipende 
sia dalla sua velocità di sintesi, sia dalla sua ve- 
locità di degradazione. Queste due velocità sono 
direttamente controllate dalla cellula. Per esem- 
pio, l’E. coli, quando cresce in assenza del disac- 
caride lattosio (Fig. 10.12), perde l’enzima che me- 
tabolizza questo zucchero. Appena pochi minuti 
dopo aver aggiunto il lattosio, questi batteri co- 
minciano a sintetizzare l'enzima necessario per 
utilizzare questa sostanza nutriente (paragrafo 
29.1A). Analogamente, i diversi tessuti di un or- 
ganismo superiore contengono enzimi diversi an- 
che se tutte le cellule possiedono un’uguale infor- 
mazione genetica. Come le cellule riescano a con- 
trollare la sintesi degli enzimi è il soggetto prin- 
cipale della Parte IV di questo testo. La degrada- 


nilo ili Lic 


[473] 
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zione delle proteine sarà invece discussa nel pa- 
ragrafo 30.6. 

2. Controllo dell’attività enzimatica: l’attività ca- 
talitica di un enzima può essere regolata median- 
te alterazioni conformazionali o strutturali. La ve- 
locità di una reazione catalizzata enzimaticamen- 
te è direttamente proporzionale alla concentra- 
zione del complesso enzima-substrato che, a sua 
volta, varia in funzione della concentrazione del 
substrato e dell’affinità dell'enzima stesso per il 
suo substrato (paragrafo 13.2 A). L’attività cataliti- 
ca di un enzima può quindi essere controllata me- 
diante variazioni nella sua affinità per il substra- 


to. Nei paragrafi 9.1 e 9.4 abbiamo visto che l’af- 


finità dell'emoglobina per l’ossigeno viene rego- 
lata allostericamente dal legame di ligandi quali 
l'ossigeno stesso, la CO2, 1'H* ed il BPG. Questi 
effetti omotropici ed eterotropici (il legame del 
ligande che modifica rispettivamente l’affinità di 
legame di se stesso o di altri ligandi) determinano 
una curva di legame dell’O, di tipo cooperativo 
(sigmoide), come quelle riportate nelle Figg. 9.6 
e 9.8. L’affinità del legame del substrato di un 
enzima può variare allo stesso modo in seguito 
all’interazione con piccole molecole effettrici, mo- 
dificando di conseguenza anche l’attività cataliti- 
ca dell’enzima. In questo paragrafo prenderemo in 
considerazione il controllo allosterico dell’attivi- 
tà enzimatica, analizzando un particolare esem- 
pio: l’aspartato transcarbamilasi (ATCasi) di 
E. coli. (L’attività di alcuni enzimi viene regolata 
mediante modificazioni covalenti reversibili, di 


| 


Nessun 
effettore allosterico 


ATP—__ 


Velocità relativa della reazione 


(0) 10 20 30 40 
Aspartato (mm) 


Figura 12.5 La velocità della reazione catalizzata dalla ATCasi in fun- 
zione della concentrazione di aspartato. Le velocità sono state misu- 
fate: in assenza di effettori allosterici, in presenza di 0,4 mM CTP 
(inibizione) e in presenza di 2 mM ATP (attivazione). (Fonte: KANTRO- 
WiTZ, E.R., PASTRA-LANDIS, 5.C. e Lipscom8, W.N., Trends Biochem. 
Sci., 5, p. 125, 1980.) 


solito fosforilazioni di un residuo di serina. Stu- 
dieremo questa forma di regolazione enzimatica 
nel paragrafo 17.3.) 


L’inibizione a feedback (retroattiva) 
della ATCasi regola la biosintesi delle pirimidine 


[473] L’aspartato transcarbamilasi catalizza la forma- 
zione di N-carbamilaspartato a partire da carba- 
mil fosfato e aspartato: 


Ok 20 
CL 
NH, CHo 
c : ! 
C 
I°N = 
07 Vopo? H3NH “c007 
Carbamil fosfato Aspartato 
Aspartato 
transcarbamilasi 
Oz 0 
CC 
Na CHo + HyP07 
C C 
o7 NT 0007 


N-carbamil aspartato 

Arthur Pardee dimostrò che questa reazione è la pri- 
ma tappa della biosintesi delle pirimidine (paragrafo 
26.3A), uno dei componenti principali degli acidi nu- 
cleici. 

Il comportamento allosterico della ATCasi di E. coli 
è stato studiato da John Gerhart e Howard Schach- 
man, i quali osservarono che questo enzima presen- 
ta un legame omotropico di tipo cooperativo positivo 
per entrambi i suoi substrati — aspartato e carbamil 
fosfato. Inoltre, l’ATCasi viene inibita eterotropica- 
mente dalla citidina trifosfato (CTP), un nucleoti- 
-de pirimidinico, e viene sempre eterotropicamente 
attivato dall’adenosina trifosfato (ATP), un nucleo- 
tide purinico. Il CTP quindi fa diminuire la velocità 
catalitica dell’enzima, mentre l’ATP ia fa aumentare 
(Fig. 12.5). i 

Il CTP, un prodotto della via di biosintesi delle pi- 
rimidine (Fig. 12.6), è un precursore degli acidi nu- 
cleici (paragrafo 29.2). Di conseguenza, quando una 
rapida biosintesi degli acidi nucleici ha deprivato la 
cellula di CTP, questo effettore si dissocia dall’ATCa- 
si per azione di massa, rimuovendo l’inibizione dal- 
l'enzima e aumentando la velocità di sintesi di CTP. 
Al contrario, se la velocità di sintesi di CTP supera 
quella della sua utilizzazione, l’eccesso di CTP che 
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Capitolo 12 


(a) 


Stato T 


Monomero catalitico 


Monomero catalitico 


— Stato R 
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< Figura 12.8 Confronto tra lo scheletro polipeptidi- 


co della subunità catalitica della ATCasi nello stato 
T (in blu) e nello stato R (in arancione). La subuni- 
tà è costituita da due domini; quello sulla sinistra 
contiene il sito di legame per il carbamil fosfato 
e quello sulla destra forma il sito di legame per 
l’aspartato. La transizione T === R avvicina i due 
domini in modo che i due substrati possano reagi- 
re per formare il prodotto. (Copyright © Irving Geis 
e Eric Gouaux. Copyright © della struttura ai raggi 
X, William Lipscomb.) 


Figura 12.9 Rappresentazione schematica che mo- 
stra le modificazioni conformazionali subite dalla 
struttura terziaria e quaternaria di due subunità ca- 
talitiche della ATCasi poste l'una sopra l’altra. (a) 
In assenza di substrati legati, la proteina viene man- 
tenuta nello stato T in quanto i movimenti che do- 
vrebbero avvicinare i due domini di ogni subunità 
(frecce tratteggiate) sono impediti da interferenze 
steriche (rappresentate dalla barra marrone) tra i 
due domini che legano l’aspartato. (b) Il legame 
del carbamil fosfato (CP) seguito da quello dell’a- 
spartato (Asp) ai loro rispettivi siti promuove un 
allontanamento e una rotazione delle subunità, con- 
sentendo la transizione T==® R. (c) Nello stato 
R, i due domini di ogni subunità si avvicinano, con- 
sentendo ai substrati di reagire e di formare i pro- 
dotti. (Copyright © Irving Geis.) 
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(c) Stato R 
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legame del substrato (Figg. 12.8 e 12.9) rompe questi 
legami idrogeno e li sostituisce con nuovi legami idro- 
geno intracatena. Il conseguente riorientamento del 
240s loop potrebbe essere la causa della modificazio- 
ne nella struttura quaternaria che si ha durante la 
transizione verso lo stato R. Poiché il gruppo carbos- 
silico del Glu 239 si comporta da accettore in entrambi 
i legami idrogeno dello stato T, la sostituzione me- 
diante mutagenesi di questo residuo con Gln com- 
porta un cambio conformazionale della ATCasi e la 
nuova struttura risulta intermedia tra quella dello 
stato T e dello stato R. 

La conversione T —> R deve essere concertata co- 
me conseguenza delle interazioni tra i 240s loop nel- 
la cavità centrale dell’enzima. La chiusura dopo il 
legame del substrato dei due domini di una subunità 
c richiede il riorientamento del suo 240s loop. Questo 
spostamento non può avvenire senza un allungamen- 
to dell’enzima nella direzione del suo triplo asse di 
simmetria, che comporta la simultanea rottura delle 
interazioni intersubunità, comprese anche le tre cop- 
pie di 240s loop. 

Analizzando ai raggi X la struttura del complesso 
ATCasi-CTP con l’enzima nello stato T e del com- 
plesso ATCasi-PALA (stato R), si è potuto stabilire 
che durante la transizione T —> R la proteina man- 
tiene una simmetria di tipo D3. Dal confronto delle 
due strutture, si è osservato che nella transizione 
T_-> Ri trimeri catalitici dell'enzima si separano 
lungo l’asse della molecola di circa 12 À e si riorien- 
tano con una rotazione intorno all’asse di circa 10; 
i trimeri assumono una configurazione quasi ellissoi- 
dale. I dimeri regolatori ruotano di 15° intorno al 
loro asse e si allontanano di circa 4 À. Questa profon- 
da modificazione della struttura quaternaria ricorda 
ciò che accade nel passaggio da deossiemoglobina a 
ossiemoglobina (paragrafo 9.2B). 

[475]1 substrati dell’ATCasi, il carbamil fosfato e l’a- 
spartato, si legano a domini distinti della subunità 
catalitica (Fig. 12.8). Il legame del PALA, che presu- 
mibilmente mima il legame di entrambi i substrati, 
induce una chiusura del sito attivo (che dovrebbe ave- 
re la funzione di portare l’uno vicino all’altro i sub- 
strati per permettere loro di reagire). Lo spostamen- 
to atomico che ne risulta, fino a 8 À per alcuni resi- 
dui (Fig. 12.8), innesca la transizione T —> R della 
struttura quaternaria dell'enzima. Le modificazioni 
nella struttura terziaria e quaternaria dell’ATCasi so- 
no strettamente accoppiate da estesi contatti intersub- 
unità che non possono avvenire indipendentemente 
(Fig. 12.9). Il legame del substrato ad una subunità 
catalitica aumenta quindi l’affinità di legame del sub- 
Strato e l’attività catalitica delle altre subunità me- 
diante un processo di cooperatività positiva, qualco- 


sa di molto simile a quanto avviene nell’emoglobina 
(paragrafo 9.2C). Bassi livelli di PALA attivano quin- 
di l’ATCasi, promuovendo la transizione T — R: 
lATCasi ha una così elevata affinità per questo ana- 
logo bisubstrato non reattivo che il legame di una 
sola molecola di PALA converte tutte e sei le subuni- 
tà catalitiche nello stato R. L’ATCasi segue molto da 
vicino il modello simmetrico dell’ allosterismo (para- 
grafo 9.4B). 

Gli studi ai raggi X hanno anche indicato che il 
CTP e l’ATP si legano alla stessa regione della subu- 
nità regolatrice e così questi effettori devono almeno 
in parte condividere il sito di legame, anche se essi 
hanno effetti opposti sull’attività catalitica della 
ATCasi. Le basi strutturali di queste azioni eterotro- 
piche devono essere ancora identificate, ma ci si può 
aspettare che le modificazioni della struttura terzia- 
ria indotte dal legame dell’ATP o del CTP sulla subu- 
nità regolatrice promuovano o inibiscano la transi- 
zione T —> R. 

Gli enzimi allosterici sono largamente rappresen- 
tati in natura ed occupano di solito nelle vie metabo- 
liche posizioni regolatrici chiave. Le proprietà allo- 
steriche di alcuni di questi enzimi sono state studiate 
in dettaglio. Sembra probabile che i loro meccanismi 
di regolazione possano essere in genere simili a quel- 
lo della ATCasi: gli inibitori si legano ‘allo stato con- 
formazionale T meno attivo, mentre gli attivatori si 
legano allo stato R molto più attivo. La transizione 
della struttura quaternaria T-—> R modifica i siti 
attivi dell’enzima, promuovendo il legame del sub- 
strato e facilitando la catalisi. 


Caratteristiche strutturali comuni 
delle proteine allosteriche 


[476 ] Le proteine allosteriche, di cui sono note le strut- 
ture ai raggi X ad alta risoluzione sia dello stato T 
che dello stato R, sono cinque: l’emoglobina (Capito- 
lo 9), 'VATCasi, la fosfofruttochinasi (PFK; paragrafi 
16.2C e 16.4C), la fruttosio-1,6-bisfosfatasi (FBPasi; pa- 
ragrafo 16.4B) e la glicogeno fosforilasi (paragrafo 
17.1A). In tutte queste proteine le variazioni della 
struttura quaternaria, attraverso cui i siti attivi co- 
municano tra loro sia il legame del substrato che gli 
effetti catalitici, sono concertati e preservano la sim- 
metria della proteina. Ognuna di queste proteine ha 
due gruppi di contatti alternativi, stabilizzati da le- 
gami idrogeno che nella maggioranza dei casi coin- 
volgono catene laterali di carica opposta. In tutte le 
cinque proteine, la prima modificazione della strut- 
tura quaternaria è una rotazione delle subunità le 
une sulle altre, ma con solo piccoli spostamenti. Nel- 
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losteric regulation in proteins», Quart. Rev. Biophys., 
22, pp. 139-236. 

SCHACHMAN, H.K., (1988), «Can a simple model account for 
allosteric transition of aspartate transcarbamoylase?», J. 
Biol. Chem., 263, pp. 18583-18586. 


Nomenclatura degli enzimi 


Enzyme Nomenclature, (1984), Academic Press. 
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1. Indicate il prodotto della reazione della YADH con 
acetaldeide normale e NADH in una soluzione di 
D30. 


2. Indicate il prodotto (o i prodotti) dell’ossidazione ca- 
talizzata dalla YADH del derivato chiralico del meta- 
nolo (R)-TDHCOH. 


3. L’enzima fumarasi catalizza l’idratazione del doppio 
legame del fumarato: 


0 
coo, H HO—C—H 
Cc fumarasi 

Il + HO -—_—T — H--C-H 
alza ra 
H COO COO 
Fumarato L-Malato 


Potete predire l’azione della fumarasi sul maleato, 
l’isomero cis del fumarato? Spiegate il perché. 


© 88-08-10538-5 


Raccomandazioni del Comitato per la Nomenclatura del- 

l’IUB sulla nomenclatura e classificazione degli enzimi. 
Drcon, M. e WEBB, E.C., (1979), Enzymes, 3? ed., Acade- 

mic Press. 

Il capitolo 5 contiene le regole per la classificazione de- 

gli enzimi e la Tabella degli Enzimi, con i loro nomi 

sistematici e i numeri di classificazione. 


4. Scrivete l'equazione bilanciata per la reazione cataliz- 
zata dalla chimotripsina tra un estere ed un ammi- 
noacido. 


5. Gli «hominy grits» sono dolci di una regione del 
Sud degli Stati Uniti contenenti farina di granoturco 
che è stata prima immersa in una soluzione diluita 
di NaOH. Qual è la funzione di questo strano tratta- 
mento? 


6. Quale delle curve riportate nella Fig. 12.5 presenta 
la cooperatività più elevata? Spiegate il perché. 


7. Quali sono i vantaggi di avere il prodotto finale di 
una via metabolica capace di inibire l’enzima che ca- 
talizza la prima tappa? 


8. Usando la bibliografia citata sopra, trovate i nomi si- 
stematici e i numeri di classificazione degli enzimi 
i cui nomi raccomandati sono catalasi, aspartato car- 
bamiltransferasi (aspartato transcarbamilasi) e tripsina. 
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1. Cinetica chimica 
A. Reazioni elementari 
B. Velocità delle reazioni 
C. Teoria dello stato di transizione 


2. Cinetica enzimatica 
A. L'equazione di Michaelis-Menten 
B. Analisi dei dati cinetici 
C. Le reazioni reversibili 


3. Inibizione 
A. Inibizione competitiva 
B. Inibizione incompetitiva 
C. Inibizione mista 


4. Effetto del pH 


5. Reazioni a due substrati 
A. Terminologia 
B. Equazioni di velocità 
C. Discriminazione tra i meccanismi a due substrati 
D. Scambio isotopico 


Appendice: Derivazione delle varianti 


| dell'equazione di Michaelis -Menten 


A. L'equazione di Michaelis-Menten per reazioni reversibili - 
Equazione [13.30] 


B. L'equazione di Michaelis-Menten per l’inibizione 
incompetitiva - Equazione [13.41] 


C. L'equazione di Michaelis-Menten per l’inibizione mista - 
Equazione [13.45] 


D. L'equazione di Michaelis-Menten per gli enzimi ionizzabili - 
Equazione [13.47] 


EDIZIONI EIN IIIa Enno 


Velocità 
delle reazioni 
enzimatiche 


[480 ] La cinetica è lo studio della velocità a cui proce- 
de una reazione chimica. Lo scopo fondamentale di 
questo studio è quello di comprendere e definire il 
meccanismo di reazione, cioè le varie tappe di un 
processo e la sequenza con cui esse avvengono. La 
termodinamica, come abbiamo visto nel Capitolo 3, 
ci dice se un dato processo può avvenire spontanea- 
mente, ma le sue informazioni sulla natura e sull’esi- 
stenza di possibili tappe sono scarse. Al contrario, 
la velocità della reazione ed il modo in cui essa varia 
in risposta a condizioni diverse è strettamente corre- 
lata alla via seguita dalla reazione e quindi è indica- 
tiva del meccanismo di reazione. 

In questo capitolo affronteremo anche lo studio della 
cinetica enzimatica, un argomento di importanza 
pratica fondamentale nella biochimica in quanto: 
1. Con studi cinetici è possibile determinare l’af- 

finità di legame dei substrati e degli inibitori 
ad un enzima e valutarne la velocità catalitica mas- 
sima. 

2. Il meccanismo catalitico di un enzima può essere 
chiarito osservando come si modifica la velocità 
della reazione enzimatica al variare delle condi- 
zioni di reazione e combinando queste informa- 
zioni con quelle ottenute da studi chimici e strut- 
turali sull’enzima. 

3. La maggior parte degli enzimi, come vedremo nei 
capitoli seguenti, fanno parte di vie metaboliche. 
Lo studio della cinetica di una reazione enzimati- 
ca porta a comprendere anche il ruolo dell’enzi- 
ma nel processo metabolico complessivo. 

4. Nelle condizioni appropriate, la velocità di una 
reazione catalizzata enzimaticamente è proporzio- 
nale alla quantità di enzima presente e quindi la 
maggior parte dei dosaggi enzimatici (misura della 
quantità di enzima presente) è basata su studi ci- 
netici dell'enzima. La valutazione della velocità 
delle reazioni catalizzate dagli enzimi è la più co- 
mune delle procedure utilizzate in biochimica e 
nelle analisi cliniche. 
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altre due settimane sarà scomparsa la metà del rima- 
nente *P e in totale si saranno decomposti tre quarti 
dell’isotopo, e così via. La conservazione per lunghi 
periodi di scarti radioattivi contenenti il *°P rappre- 
senta di conseguenza un piccolo problema, poiché 
dopo un anno (26 tempi di dimezzamento) sarà ri- 
masta solo una parte su 2°5, cioè su 67 milioni di 
parti presenti nel campione iniziale. Quanto ne ri- 
marrà dopo 2 anni? Al contrario, il ‘*C, un altro 
tracciante radioattivo di uso comune, ha un tempo 
di dimezzamento di 5730 anni: solo una piccola fra- 
zione di una data quantità di !‘4C si decomporrà du- 
rante il corso della vita di un uomo. 


Equazione di velocità di secondo ordine 
per un reattante 


[486 ]In una reazione di secondo ordine con un solo 
tipo di reattante, 2A -—> P, il variare di [A] con il 
tempo è piuttosto diverso da quanto accade nelle rea- 
zioni di primo ordine. Riarrangiando l’equazione 
[13.3b] ed integrando per gli stessi intervalli usati nel- 
l'equazione di primo grado, si ha: 


[A] t 
= LI =k| dt 
[Alo [A] 0 


e quindi 


1 1 


[A] CAL 


+kt [13.6] 


L’equazione [13.61] è lineare per le variabili 1{A] e 
t. Di conseguenza, le equazioni [13.4al e [13.6] posso- 
no essere usate per distinguere una reazione di pri- 
mo ordine da una di secondo ordine, mettendo in 
grafico in[A] in funzione di t e 1A] in funzione di 
t e osservando se uno di questi grafici rende una li- 
nea retta. E 

Nella Fig. 13.2 sono riportate e confrontate le cur- 
ve di scomparsa di A in due reazioni, una di primo 
ordine e una di secondo ordine, con uguale tempo 
di dimezzamento. Si può notare che prima del tem- 
po di dimezzamento, la reazione di secondo ordine 
è più rapida di quella di primo ordine (la curva 
è più ripida), mentre dopo il tempo di dimezzamen- 
to, è la curva della reazione di primo ordine che 
scende più rapidamente. Il tempo di dimezzamento 
per una reazione di secondo ordine è dato da 
t,,,=1/K[AL e quindi, al contrario della reazione di 
primo ordine, dipende dalla concentrazione iniziale 
del reattante. 


[486][487][488] 
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Figura 13.2 Confronto tra l'andamento delle curve di due reazioni di 
primo e di secondo ordine con uguale tempo di dimezzamento t1/2. 
(Fonte: Tinoco, l.Jr., SAUER, K. e WANG, ).C., Physical chemistry. Prin- 
ciples and applications in biological sciences, 2? ed., p. 291, Prentice- 
Hall, 1985.) 


C. Teoria dello stato di transizione 


[487 ] Uno degli scopi della teoria cinetica è quello di 
descrivere le velocità delle reazioni in base alle pro- 
prietà fisiche delle molecole dei reattanti. I principi 
teorici che tengono conto in modo esplicito della strut- 
tura delle molecole reattive e del loro modo di colli- 
dere, sono stati sviluppati principalmente da Henry 
Eyring negli anni °30. Questo modo di vedere i pro- 
cessi chimici, conosciuto come teoria dello stato di 
transizione oppure teoria della velocità assoluta, 
rappresenta in pratica le fondamenta della maggior 
parte della moderna cinetica ed ha fornito strumenti 
indispensabili per la comprensione dei processi cata- 


‘ lizzati dagli enzimi. 


Lo stato di transizione 


[488] Consideriamo una reazione bimolecolare che 
coinvolge tre atomi, A, Be C: 


A+B-C-_>A-B+C 


Chiaramente, l’atomo A deve avvicinarsi alla moleco- 
la diatomica B—C in modo tale che, in un qualche mo- 
mento della reazione si formi un complesso ad alta 
energia (instabile), rappresentabile come A...B...C, in 
cui si sta generando il legame covalente tra A e Be 
allo stesso tempo si sta scindendo quello tra gli atomi 


Secondo ordine 


i È 


[489] [490] 


iù 
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(a) 0 


Figura 13.3 L'energia potenziale del sistema colineare H+H) in fun- 
zione delle distanze internucleari, Rag e Rgc. La reazione è rappresen- 
tata come: (a) disegno in prospettiva. (b) Il corrispondente diagramma 
dei rilievi. 1 punti a e d rappresentano l'energia potenziale di approc- 
cio minima, b è l'approccio a un massimo e c è il punto minimo di 
una sella. (Fonte: FROST, A.A. e PEARSON, R.G., Kinetics and mechanism, 
2? ed., p. 80, Wiley, 1981.) 


B e C. Vediamo ora il più semplice esempio di questa 
reazione, cioè lo scambio di un atomo tra la molecola 
diatomica H, e un atomo di idrogeno libero per for- 
mare una nuova molecola di idrogeno con atomi di- 
versi dall’originale: 


Ha+Hg-Hc —> Ha-Hg+Hc 


L’energia potenziale di questo sistema triatomico in 
funzione della posizione relativa dei suoi atomi com- 
ponenti è riportata nel grafico in Fig. 13.3a e b. La sua 
forma è quella di due valli lunghe e profonde paralle- 
le agli assi delle coordinate, con pareti molto ripide 
che si innalzano nella direzione degli assi e una meno 
ripida che sale verso un piano dove entrambe le coor- 
dinate sono più grandi (le regioni contrassegnate dal- 
la lettera b). Le due valli sono congiunte da un passag- 
gio o sella vicino all’origine del diagramma (punto 6). 
La configurazione con minore energia è quella che si 
osserva con una molecola di H, e un atomo isolato, 
cioè con una coordinata piuttosto grande e l’altra a una 
distanza corrispondente ad un legame covalente H, 
(vicino al punto a, i reattanti, ed al punto d, i prodot- 
ti). Durante una collisione i reattanti in genere si av- 
vicinano uno all’altro con piccole deviazioni dalla via 
di reazione con minor energia (la linea a-c-d) in quan- 
to altre traiettorie richiederebbero maggiori quanti- 
tà di energia. Se un atomo e una molecola tendono ad 


entrare in contatto, la forza di repulsione li tiene se- 
parati (per un aumento dell’energia potenziale). 

Se il sistema possiede però una sufficiente energia ci- 
netica per continuare ad avvicinarsi, si avrà un inde- 
bolimento del legame covalente della molecola H; fino 
a che, se il sistema raggiunge la sella (punto c), si ven- 
gono a formare uguali probabilità che la reazione av- 
venga o che il sistema si scomponga nei suoi costituen- 
ti. Al punto di congiunzione delle due valli (la sella) si 
dice che il sistema è nello stato di transizione e che 
si è formato un complesso attivato. Poiché la concen- 
trazione del complesso attivato è piccola, la decompo- 
sizione del complesso attivato viene considerata come 
il processo che determina la velocità di questa reazione. 
[489 ] La via con minor energia di una reazione è co- 
nosciuta come coordinata della reazione. La Fig. 
13.40, chiamata diagramma dello stato di transi- 
zione oppure diagramma della coordinata della 
reazione, mostra l’energia potenziale del sistema 
H+H» lungo la coordinata di reazione (linea a-c-d nel- 
la Fig.13.3). Si osserva che lo stato di transizione è il 
punto con energia più elevata sulla coordinata di rea- 
zione. Se gli atomi del sistema triatomico sono di tipi 
diversi (Fig. 13.4b), il diagramma dello stato di transi- 
zione non è più simmetrico, in quanto vi è una diffe- 
renza energetica tra reattanti e prodotti. 


Termodinamica dello stato di transizione 


[490 ]Il fatto che il raggiungimento dello stato di tran- 
sizione sia il requisito essenziale in ogni reazione, ha 
portato ad una migliore comprensione di tutti i detta- 
gli del meccanismo della reazione stessa. Per esempio, 
consideriamo la reazione bimolecolare che procede 
lungo la sequente via: 
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AAGÈ:: La 
riduzione di 
AG* operata 
dal catalizzatore 


Non catalizzata _ 


\ 


Catalizzata 


Coordinata di reazione 


Figura 13.6 Diagramma schematico che illustra l’effetto di un cataliz- 
zatore sul diagramma dello stato di transizione di una reazione. 
AAG* = AG* non car 4G* car 


I catalizzatori agiscono abbassando la barriera di at- 
tivazione delle reazioni a cui partecipano (Fig. 13.6). 
Se un catalizzatore è in grado di abbassare la barrie- 
ra di attivazione di una reazione di un fattore pari 
a AAGÈ;:, secondo l’equazione [13.15], la velocità del- 
la reazione viene accelerata di una entità uguale a 
eA4G/RT, Quindi per aumentare di 10 volte la ve- 
locità è necessario che AAG:=5,71 kJ- mol-!, me- 
no della metà dell’energia di un tipico legame idro- 
geno. Per una accelerazione di un milione di volte 
il AAGÈ: deve essere pari a 34,25 kJ - mol-!, una pic- 
cola frazione dell’energia della maggior parte dei le- 
gami covalenti. L’aumento della velocità è quindi una 
funzione del AAGÈ,:. : 

È interessante notare che la barriera cinetica viene 
abbassata dello stesso fattore sia che la reazione pro- 
ceda in un senso sia nell’altro (Fig. 13.6). Un cataliz- 
zatore accelera quindi una reazione sia in un senso 
che nel senso inverso, in modo da non variare la co- 
stante di equilibrio della reazione stessa. I meccani- 
smi chimici con cui un enzima abbassa la barriera 
di attivazione saranno discussi nel paragrafo 14.1. Po- 
tremo allora vedere che il più funzionale di questi 
meccanismi richiede il legame all’enzima dello stato 
di transizione della reazione catalizzata, che viene 
preferito a quello del substrato. 


2. CINETICA ENZIMATICA 


[494 ] Le reazioni chimiche che avvengono nelle cel- 
lule viventi sono catalizzate dagli enzimi. Questi im- 
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portanti catalizzatori, come abbiamo visto nel Capi- 
tolo 12, sono specifici per una particolare reazione. 
Nel loro complesso, sono estremamente versatili nel 
senso che alcune migliaia di enzimi ora conosciuti 
portano avanti tutte quelle reazioni diverse come le 
idrolisi, le polimerizzazioni, i trasferimenti di grup- 
pi funzionali, le ossido-riduzioni, le deidratazioni e 
le isomerizzazioni, per citare solo le classi più comu- 
ni di reazioni mediate dagli enzimi. Queste proteine 
non si comportano da superfici passive su cui avven- 
gono le reazioni, ma sono piuttosto complesse mac- 


. chine molecolari che operano mediante una serie di 


meccanismi molto diversi tra loro. Per esempio, al- 
cuni enzimi agiscono su una singola molecola di sub- 
strato; altri agiscono invece su due o più molecole 
diverse di substrato, il cui ordine di legame può o 
non può essere obbligatorio. 

Altri ancora formano complessi intermedi con i lo- 
ro substrati mediante legami covalenti, ma questa 
non è una regola per tutti. 

Le misure cinetiche delle reazioni catalizzate enzi- 
maticamente sono tra le tecniche più importanti per 
lo studio e la definizione del meccanismo catalitico 
degli enzimi. Nella rimanente parte di questo capito- 
lo, sono sviluppati i supporti cinetici particolarmen- 
te importanti per la determinazione dei meccanismi 
enzimatici. Inizieremo, in questo paragrafo, con la 
presentazione della teoria di base della cinetica enzi- 
matica. 


A. L'equazione di Michaelis-Menten 


[495] Lo studio della cinetica enzimatica è iniziato 
nel 1902, quando Adrian Brown riportò una sua ri- 
cerca sulla velocità di idrolisi del saccarosio cataliz- 


zata dall’enzima del lievito invertasi (noto ora co- . 


me f-fruttofuranosidasi): 
saccarosio + H,0 — glucosio + fruttosio 


Brown dimostrò che quando la concentrazione del 
saccarosio è molto più alta di quella dell’enzima, la 
velocità della reazione diventa indipendente dalla con- 
centrazione del saccarosio; cioè, la velocità è di ordi- 
ne zero rispetto al saccarosio. Egli pensò quindi che 
la reazione complessiva fosse composta da due rea- 
zioni elementari, in cui il substrato formava prima 
un complesso con l’enzima che successivamente si 
decomponeva a prodotti ed enzima libero: 


ki ka 
E+S="ES==*P+E 
a 


Qui, E, S, ES e P indicano rispettivamente l’enzima, 
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il substrato, il complesso enzima-substrato e i pro- 
dotti (per un enzima composto da più subunità iden- 
tiche, E si riferisce al sito attivo invece che alla mole- 
cola dell’enzima). Secondo questo modello, quando 
la concentrazione del substrato diventa sufficiente- 
mente elevata da convertire completamente l’enzima 
nella forma ES, la seconda tappa della reazione di- 
venta quella che limita la velocità e la reazione com- 
plessiva è insensibile ad ulteriori aumenti nella con- 
centrazione del substrato. L'espressione generale della 


x 


velocità di questa reazione è 
[13.16] 


La velocità complessiva di produzione di [ES] è data 
dalla differenza tra le velocità delle reazioni elemen- 
tari che portano alla sua formazione e che determi- 
nano la sua scomparsa: 


13.17 
di [13.17] 


Questa equazione non può essere esplicitamente in- 
tegrata senza effettuare alcune assunzioni semplifi- 
catrici. Le due possibilità sono 


1. Assunzione di equilibrio 
Nel 1913, Leonor Michaelis e Maude Menten, la- 
vorando su una precedente ipotesi di Victor Hen- 
ri, assunsero che k_1> k:, cioè che la prima tap- 
pa della reazione potesse raggiungere l’equilibrio. 


k_3__[EIISI 


K= == 


k, [ES] [13.18] 


K; rappresenta la costante di dissociazione della 
prima tappa della reazione enzimatica. Dopo que- 
sta assunzione, l’equazione [13.17] può essere in- 
tegrata. Anche se questa elaborazione non è sem- 
pre corretta, per riconoscere l’importanza di que- 
sto lavoro pionieristico, il complesso non covalen- 
te tra enzima e substrato viene ancora oggi chia- 
mato complesso di Michaelis. 
2. Assunzione dello stato stazionario 

La Fig. 13.7 mostra come variano i diversi parte- 
cipanti durante il procedere della reazione secon- 
do il modello sopra esposto e in condizioni fisiolo- 
giche, cioè quando il substrato è presente in lar- 
go eccesso rispetto all’enzima. 

Con l’eccezione della parte iniziale della reazio- 
ne, chiamata fase transitoria, che avviene in po- 
chi millisecondi dopo aver mescolato l’enzima con 
il substrato, [ES] rimane pressoché costante fino 


[So] 


[SÌ [P] 


Concentrazione 


[E]r = [E] + [ES] 


d{ES] _ 
di "9 


[El7 


Tempo 


Figura 13.7 Diagramma che mostra le variazioni nel tempo dei vari 
componenti di una semplice reazione che segue l'equazione di 
Michaelis-Menten. Notate che, a parte una fase transitoria della rea- 
zione che si trova prima della zona ombreggiata, le pendenze delle 
curve di [E] e di [ES] sono praticamente 0, fino a che [S]>>[E]r (al- 
l'interno della zona ombreggiata). (Fonte: SeceL, L.H., Enzyme kine- 
tics, p. 27, Wiley, 1975.) 


a che il substrato non comincia ad esaurirsi. Di 
conseguenza, la velocità di sintesi di ES deve esse- 
re uguale alla velocità di demolizione per quasi 
tutto il tempo della reazione; [ES] resta cioè in uno 
stato stazionario. Si può assumere con un suffi- 
ciente grado di accuratezza che [ES] rimane co- 
stante e quindi 


d{ES] 


——2=0 


[13.19] 
dt 

Questa è l'assunzione dello stato stazionario, 

proposta per la prima volta nel 1925 da G.E. Briggs 

e da James B.S. Haldane. 


[ 496 ] Per poter essere usate, le espressioni cinetiche 
delle reazioni complessive devono essere formulate 
in termini di entità misurabili quantitativamente. I 
valori di [ES] e di [E] non sono in genere facilmente 
quantificabili per via diretta, ma la quantità di enzi- 
ma totale [Ely è invece sempre nota: 


[Elr=[E]+[ES] [13.20] 
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382 Capitolo 13 


[500][501][502 ][503] 


rori molto più grandi in 1/v, e quindi nei valori di 
Km e di Vmax 

Sono stati formulati, per determinare i valori di 
Ky € di Vmax dai dati cinetici, molti altri tipi di gra- 
fici, ognuno dei quali presenta specifici vantaggi e 
svantaggi. Con l’avvento su larga scala dei compu- 
ter, i dati cinetici vengono ora analizzati matemati- 
camente mediante trattamenti statistici sofisticatissi- 
mi. Non di meno il grafico di Linewéaver-Burk con- 
tinua ad essere valido per una presentazione visiva 
dei dati cinetici ed è ancora largamente utilizzato per 
l’analisi cinetica di quegli enzimi che hanno più di 
un substrato (paragrafo 13.50). 


Il rapporto kca:/Km è una misura 
dell’efficienza catalitica 


[500 ].L’efficienza catalitica degli enzimi è definita dal- 
la misura dei suoi parametri catalitici. Possiamo defi- 
nire così la costante catalitica di un enzima, come 


Vi 
Kcat = 


“Eh [13.27] 


Questa entità è anche conosciuta come il numero 
di turnover di un enzima, in quanto esprime il nu- 
mero di volte che ogni sito attivo dell’enzima cataliz- 
za la reazione nell’unità di tempo. I numeri di turno- 
ver per alcuni enzimi sono elencati nella Tabella 13.1. 
Si può osservare che queste entità possono variare 
anche più di otto ordini di grandezza, a seconda del 
tipo di enzima e del suo substrato. L'equazione [13.23] 
ci dice che, per il modello di Michaelis-Menten, kat 
corrisponde a ky. Per gli enzimi con meccanismi più 
complessi, ko: può dipendere da diverse altre co- 
stanti di velocità. 

Quando [S1I&Kw, si forma molto poco complesso 
ES. Conseguentemente [E]=[Elr e quindi l’equazio- 
ne [13.22] diventa di secondo ordine: 


K2 ltensi= (Ea 


Kay Ko [ES] [13.28] 


Vo 


Il rapporto kw:/Kw è la costante di secondo ordine 
apparente della reazione enzimatica; la velocità della 
reazione varia secondo come l’enzima ed il substrato 
si incontrano in soluzione. L'entità kca/Kw è quindi 
una misura dell’efficienza catalitica dell’enzima. 


Alcuni enzimi hanno raggiunto 
la perfezione catalitica 


[501 ] Esiste un limite superiore all’efficienza cataliti- 
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ca degli enzimi? Dall’equazione [13.21] vediamo che 


[13.29] 


N 


Questo rapporto è massimo quando k3>k_,; cioè 
quando la formazione del prodotto dal complesso di 
Michaelis ES è rapida in confronto alla dissociazione 
del complesso a substrato ed enzima. Quindi, 
kcea/Km=k1, la costante di velocità di secondo ordi- 
ne per la formazione di ES. Il termine k, non può 
essere più grande della frequenza con cui le moleco- 
le di enzima e di substrato arrivano a collisione nella 
soluzione. Questo limite controllato dalla diffu- 
sione varia da 105 a 10° M7!s-!. Gli enzimi con que- 
sti valori di kx:/Km devono catalizzare una reazio- 
ne praticamente ogni volta che incontrano una mo- 
lecola di substrato. La Tabella 13.1 mostra che alcuni 
enzimi come la catalasi, l’acetilcolinesterasi, la fuma- 
rasi e l’anidrasi carbonica hanno raggiunto virtual- 
mente lo stato di perfezione catalitica. 

Poiché il sito attivo di un enzima occupa in genere 
solo una piccola frazione della superficie totale della 
proteina, come può l’enzima catalizzare una reazio- 
ne ogni volta che incontra una molecola di substra- 
to? Anche se la risposta a questo quesito non è anco- 
ra chiara, si stanno accumulando prove sperimentali 
che tendono a suggerire che l’organizzazione dei 
gruppi carichi presenti sulla superficie dell’enzima 
ha la funzione di guidare elettrostaticamente i sub- 
strati polari al sito attivo. 


C. Le reazioni reversibili 


[502 ] Il modello di Michaelis-Menten implicitamente 
assume che la reazione enzimatica inversa non possa 
avvenire. Eppure, molte reazioni catalizzate dagli en- 
zimi sono invece facilmente reversibili (hanno una 
piccola energia libera di reazione) e quindi hanno 
prodotti che possono tornare a reagire per formare 
in modo significativo i substrati. In questo paragrafo 
lasceremo la restrizione di non ritorno del modello 
di Michaelis-Menten e scopriremo in questo modo al- 
cuni importanti principi cinetici. 


Modello ad un intermedio 


[503]La modificazione del modello di Michaelis- 


Menten per inserire la reazione inversa porta al se- 
guente schema di reazione: 


[504)[505] 
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ki ka 
E+ST="ES=="P+E 
k_1 k-2 


(Qui, ES potrebbe essere chiamato anche EP in quan- 
to questo modello non specifica la natura del com- 


plesso intermedio.) L'equazione che descrive il com- : 


portamento cinetico di questo modello, che viene de- 
rivata nell’Appendice A di questo capitolo, è espres- 
sa da 


VisdS]  V&aIP] 


S P 
pai [13.30] 
14 BL DI 
Kù KM 
dove 
Viax= ko[Elr Vmax= k-[Elr 
k_ 1t ka P k_ 1t ka 
= gg È 
Kù ki M k_s 
e 


[Elr=[E]+ [ES] 


x 


Questa è essenzialmente l’equazione di Michaelis- 
Menten che può operare sia in avanti che indietro 
(i due sensi della reazione). Quando [P]=0, cioè 
v=V, Questa equazione diventa l’equazione di 
Michaelis-Menten. 


La relazione di Haldane 


[504] All’equilibrio, v = 0 e così l'equazione [13.30] 
può essere semplificata nell’espressione 


Rea 28 
[SI VinaxKM 


[13.31] 
nota come la relazione di Haldane. Questa relazio- 
ne dimostra che i parametri cinetici di una reazione 
reversibile catalizzata da un enzima non sono indi- 
pendenti l’uno dall’altro. Piuttosto, essi sono correla- 
ti dalla costante di equilibrio della reazione comples- 
siva, che è indipendente dall’enzima. 


I dati cinetici non forniscono 
informazioni certe sul meccanismo di reazione 


[505] Un enzima che forma un complesso reversibi- 
le con il suo substrato potrebbe allo stesso modo for- 


marne uno con il suo prodotto, cioè avere un mecca- 


| nismo del tipo: 


ki ka k3 
E+S=®ES==" EP ==P+E 
ki Arg es 


L’equazione che descrive il comportamento cinetico 
di questo modello a due intermedi, la cui derivazio- 
ne è analoga a quella descritta nell’Appendice A per 
il modello a un intermedio, ha una forma identica 
a quella dell’equazione [13.30]. I suoi parametri Viu, 
Via» K e KÎ, sono espressi dalle sei costanti cineti- 
che del modello a due intermedi, invece delle quat- 
tro per quello ad un solo intermedio. Le equazioni 
di velocità per lo stato stazionario di reazioni rever- 
sibili con tre o più intermedi hanno sempre la stessa 
forma, ma hanno diverse definizioni dei loro quat- 
tro parametri. 

I valori di Viu, Via» KÉ, e KX nell’equazione 
[13.30] possono essere determinati mediante oppor- 
tune manipolazioni delle concentrazioni iniziali del 
substrato e del prodotto in condizioni stazionarie. Ciò 
non può fornirci i valori delle costanti di velocità del 
nostro modello a due intermedi in quanto vi sono 
sei costanti e solo quattro equazioni che descrivono 
le loro relazioni. Inoltre, le misure allo stato stazio- 
nario non sono in grado di discriminare tra il nume- 
ro di intermedi in una reazione reversibile enzimati- 
ca, poiché la forma dell’equazione [13.30] non cam- 
bia col numero di intermedi. 

Le identità funzionali delle equazioni che descrivo- 
no questi schemi di reazioni possono essere meglio 
compresi mediante l’analogia tra il nostro modello 
di reazione reversibile a n-intermedi e una «scatola 
nera» contenente un sistema di tubi di acqua, con 
un ingresso e una uscita: 


«Scatola nera» 


Uscita 


(e) 
n 
Da) 
® 
de 
I) 
= 


Allo stato stazionario, quando i tubi sono stati riem- 
piti con acqua, possiamo misurare la relazione esi- 
stente tra pressione di ingresso e pressione di uscita. 
Queste misure non ci consentono di ottenere infor- 
mazioni dettagliate sul sistema di tubi che collega 
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386 Capitolo 13 


Definendo poi 


a= î n [13.37] 
Ki 
e Vmax come nell’equazione [13.22], 
gate [13.38] 


Questa è l’equazione di Michaelis-Menten in cui la 
Kw viene modulata da a, una funzione della concen- 
trazione dell’inibitore (e, secondo l’equazione [13.37] 
deve sempre essere=1). Il valore di [S] quando 
Vo= Vmax/2 corrisponde quindi a @Ky. 


Vmax” 


hs Aumentando 
a=1 (ne inibitore) 


MRO n 


[Sì] 


Figura 13.10 Grafico della velocità iniziale di reazione che segue 
l'equazione di Michaelis-Menten in funzione della concentrazione 
del substrato, in presenza di diverse quantità di un inibitore competitivo. 


Figura 13.11 Grafico di Lineweaver-Burk 
dell’inibizione competitiva di un enzima che 
segue l'equazione di Michaelis-Menten (ri- 
portata nella Fig. 13.10). Notate che tutte 
le rette intersecano l’asse 1/v, a livello del- 
la Vmax 


di BEI 


La Fig. 13.10 mostra l’andamento iperbolico dell’e- 
quazione [13.38] a valori di a diversi. Notate che se 
[S] si avvicina a valori infiniti, v, diventa simile a 
Vinax per qualunque valore di a. Più grande è il va- 
lore di a e più elevata deve essere la concentrazione 
di [S] necessaria per poter raggiungere la Vmax 
Quindi l’inibitore non modifica il numero di turno- 
ver dell’enzima. Piuttosto, la presenza dell’inibitore 
ha l’effetto di rendere più diluito il substrato di quan- 
to sia in realtà oppure di aumentare la Ky a valori 
apparentemente superiori a quelli effettivi. Aumen- 
tando [S], si ha lo spostamento dell’equilibrio verso 
la formazione di [ES]. Esiste, quindi, una competizio- 
ne reale tra I ed S per il sito che lega il substrato 
sull’enzima; il legame di uno esclude il legame del- 
l’altro. 

Trasformando l’equazione [13.38] in forma di dop- 
pi reciproci, otteniamo 


[13.39] 


hi CORSA 
Vo Vmax / (SÌ Vmax 
In un grafico, questa equazione rende una retta, la 
cui pendenza è aKm/Vmax, l’intercetta sull’asse 1/ [SÌ] 
è — 1/aKy e l’intercetta sull’asse 1/v0 è 1/Vmax (Fig. 
13.11). Il grafico dei doppi reciproci per un inibitore 
competitivo, ripetuto a varie concentrazioni di I pre- 
senta un’unico punto di intersezione sull’asse 1/vo, 
corrispondente a 1/Vmax questo fatto è specifico per 
l’inibizione competitiva e può essere utilizzata per di- 
stinguerla da altri tipi di inibizione (vedi più avanti). 
[508] Determinando il valore di a a concentrazioni 


1/U0 
Aumentando 
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i 
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di substrato diverse, si può calcolare il valore di K; 
dall’equazione [13.37]. In questo modo, gli inibitori 
competitivi possono essere usati per studiare le ca- 
ratteristiche strutturali di un sito attivo. Per esem- 
pio, per stabilire l’importanza dei vari segmenti del- 
la molecola di ATP 


NH, 
N 
Trifosfato N | N 
AA 
i S 
! N 
0 o) o ci n 
1 I Il Il ! 
! i in o 
1 chat ci [od 
fi ‘ife fort: Lr, H H 
' ì I ' H H 
I ' I ' 
L : ; : HO OH 
1 Ù Ù { a 
1 1 i ___—_P______ 
i i { Ribosio ) 
i | AMP 
e a_i 
ADP 
ATP 


per il legame al sito attivo di un enzima che lo utiliz- 
zi nella sua reazione, si può determinare la K; del- 
l’ADP, dell’AMP (l’adenosina monofosfato), del ribo- 
sio, dello ione trifosfato e così via. Poiché molti di 
questi componenti dell’ATP sono cataliticamente inat- 
tivi, gli studi di inibizione sono in grado di fornire 
informazioni rilevanti sul loro legame all’enzima. 

Se un inibitore si lega irreversibilmente all’enzi- 
ma, esso viene classificato come un inattivatore, co- 
me tutti gli agenti che in qualche modo inattivano 
un enzima. Gli inattivatori veri riducono i livelli ef- 
fettivi di [El a tutti i valori di [S]. I reagenti che mo- 
dificano specifici residui amminoacidici (Tabella 6.3) 
possono agire in questo modo. 


B. Inibizione incompetitiva 


[509 ] Nell’inibizione incompetitiva, l’inibitore si le- 
ga direttamente al complesso enzima-substrato, ma 
non all’enzima libero: 


ki ka 


E+S="ES —> P+E 
ki 
+ 


I 


ki | 


ESI —> NESSUNA REAZIONE 


La tappa di legame dell’inibitore, che ha la costante 
di dissociazione pari a 


(ESIM 


Ki [ESI] [13.40] 
viene considerata all’equilibrio. Il legame dell’inibi- 
tore incompetitivo, che non necessariamente deve es- 
sere simile al substrato, può causare una distorsione 
strutturale del sito attivo, rendendo l’enzima cataliti- 
camente inattivo. (Se l’inibitore si legà soltanto al- 
l'enzima, può causare questo effetto senza modifica- 
re l’affinità per il substrato.) 

L’equazione di Michaelis-Menten per l’inibizione in- 
competitiva, che viene derivata nell’Appendice B di 


N 


questo capitolo, è 


VmazlS] 
= Ce 13.41 
ta Km+a'[S] L 1 
dove 
c'=1+-1 [13.42] 
K{ 


Analizzando questa equazione, si può osservare che 
ad alti valori di [S], v, si avvicina asintoticamente 
A Vmax/o' e quindi, al contrario di quanto accade 
nell’inibizione competitiva, gli effetti dell’inibizione in- 
competitiva sulla Vmax non sono annullati da un au- 
mento della concentrazione del substrato. A bassa con- 
centrazione di substrato, quando [S]& Kw, l’effetto 
di un inibitore incompetitive diventa trascurabile; an- 
cora una volta il comportamento è l’opposto di quel- 
lo osservato nell’inibiziéne competitiva. 

Quando viene trasformata nella forma di doppio 
reciproco, l’equazione [13.41] diventa 


[13.43] 


Il grafico di Lineweaver-Burk per l’inibizione incom- 
petitiva produce una linea retta, con una pendenza 
pari a Km/Vmax (come nella reazione non inibita) e 
con le intercette sugli assi 1/v, e 1/[S] corrispondenti 
rispettivamente a @’/Vmax e —@’/Kw. Effettuando 
una serie di grafici di Lineweaver-Burk a concentra- 
zioni di inibitore incompetitivo diverse si otterrà un 
gruppo di linee parallele (Fig. 13.12). Questa caratte- 
ristica consente di identificare l’inibizione incompeti- 
tiva. 

Nell’inibizione incompetitiva è necessario che l’ini- 
bitore modifichi la funzione catalitica dell'enzima, 
ma non il suo legame al substrato. Per gli enzimi 
a singolo substrato è difficile immaginare come ciò 
possa avvenire se non con inibitori molto piccoli, co- 
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Vo 


Figura 13.14 Effetto del pH sulla velocità iniziale della reazione cata- 
lizzata dall'enzima fumarasi. [Fonte: TANFORD, C., Physical chemistry 
of macromolecules, p. 647, Wiley, 1961.) 


log Vmax 


PKesi  PÉa PKe2 PK£so 


pH 


Figura 13.15 Dipendenza dal pH di (a) logW'max € (5) log(V'madK'Mm) 
che mostra come i valori delle costanti molecolari di ionizzazione 
possono essere determinate per estrapolazione sul grafico. 


L’equazione di Michaelis-Menten per questo model- 


lo, che è stata derivata nell’ Appendice D, è 


ve pali! [13.47] 
Km+ IS] 
I parametri apparenti vengono qui definiti come 


Vinax= Vimax/fa e Km=Km{fx/f2) 
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dove 
[H*] Kez 
= +1+ 
fi Kei. [H*#] 
[H+] Kesa 
=——+1+ 
f Kesi [H+] 


e Vmax € Km si riferiscono alle forme attive dell’en- 
zima, EH ed ESH. Notate che ad ogni dato pH, l’equa- 
zione [13.47] si comporta come una semplice equa- 
zione di Michaelis-Menten, ma a causa della dipen- 
denza dal pH di fi e di fr, v, varia con il pH in quel 
tipico modo che ricorda la forma di una campana 
(Fig. 13.14). 


Misura delle costanti di ionizzazione 


[513]Le costanti di ionizzazione di un enzima com- 
prese nell’equazione [13.47] possono essere calcolate 
dall’analisi delle curve di logV;hax in funzione del 
pH, che sono in grado di fornirci i valori di Kesi e 
di Krss (Fig. 13.15a), e delle curve di log(Vmax/KM 
in funzione del pH, che invece ci consente di avere 
i valori di Kg; e di Kg. (Fig. 13.15b). È possibile de- 
terminare i parametri di Michaelis-Menten ad una 
serie di pH diversi. 

I valori di pK’ sono spesso indicativi dell’identità 
dei residui amminoacidici essenziali per l’attività en- 
zimatica. Per esempio, un pK’ misurato di circa 4 
suggerisce che sia essenziale per l'enzima un resi- 
duo di Asp o di Glu. Analogamente, un pK'‘ di circa 
6 fa pensare al coinvolgimento di un residuo di isti- 
dina, mentre uno di 10 ad un residuo di lisina. Però, 
un dato gruppo acido-base può modificare il suo va- 
lore di pK’ anche di alcune unità di pH sotto l’in- 
fluenza elettrostatica di gruppi carichi vicini oppure 
se posto in prossimità di regioni a bassa polarità. Per 
esempio, il gruppo carbossilico dissociato di un resi- 
duo di glutammato che forma un ponte salino con 
un residuo di lisina viene stabilizzato dalla vicinanza 
della carica positiva e quindi ha un valore di pK più 
basso di quanto abbia in condizioni normali; come 
conseguenza è più difficile protonarlo. Un gruppo 
carbossilico inserito invece in una regione a bassa 
polarità è meno acido in quanto attrae i protoni più 
fortemente di quanto faccia in un ambiente più pola- 
re. Il valore di pK valutato cineticamente di un parti- 
colare amminoacido può di conseguenza essere di- 
verso dal valore osservato con altri tipi di misura, 
come ad esempio l’uso di reagenti gruppo-specifici 
per inattivare un residuo che si pensa sia essenziale 
(paragrafo 6.2). 


EnoGA 
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5. REAZIONI A DUE SUBSTRATI 


[s14] Abbiamo fino ad ora preso in considerazione 
reazioni con enzimi che riconoscono un solo substra- 
ti. Le reazioni enzimatiche che coinvolgono due sub- 
strati e formano due prodotti 


E 
A+B==P+Q 


rappresentano circa il 60% delle reazioni biochimi- 
che conosciute. 

Quasi tutte queste reazioni chiamate a due sub- 
strati oppure bisubstrato sono reazioni di trasfe- 
rimento, in cui l'enzima catalizza lo spostamento 
di un gruppo funzionale specifico, X, da uno dei sub- 
strati all’altro: 


E 
P_X+B==P+B-X 


oppure reazioni di ossido-riduzione, in cui vengono 
trasferiti equivalenti riducenti tra i due substrati. 

Per esempio, l’idrolisi di un legame peptidico da 
parte della tripsina risulta, in effetti, il trasferimento 
del gruppo carbonilico del legame peptidico dall’ato- 
mo di azoto dello stesso legame peptidico all’acqua 
(Fig. 13.160). 

Nella reazione dell’alcol deidrogenasi (paragrafo 
12.2A), viene trasferito formalmente uno ione idru- 
ro dall’etanolo al NAD* (Fig. 13.16b). Anche se que- 
ste reazioni a due substrati possono avvenire in linea 
di principio mediante una grande varietà di mecca- 
nismi, ne è stato osservato nella realtà solo un nume- 
ro piuttosto limitato. 


(a) 
(0) (0) 
Il n Tripsina Il i + 
Ri-_C-NH-R, + H0 —T—_—_» R,-C-0 +5H5;N-R, 
Polipeptide 
(b) 


Î + deidrogenasi Il 


CH3-C- 0H + NAD ne i CH3— CH + NADH 
H 


HT 


Figura 13.16 Alcune reazioni a due substrati (bisubstrato): (a) Nella 
reazione di idrolisi di un legame peptidico catalizzata dalla tripsina, 
il gruppo carbonilico del legame peptidico, e ovviamente tutta la ca- 
tena polipeptidica che lo precede, viene trasferito dall’atomo di azoto 
a una molecola di acqua. (b) Nella reazione dell’alcol deidrogenasi, 
viene trasferito formalmente uno ione idruro dall’etanolo al NAD+. 
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A. Terminologia 


[515] Potremo utilizzare il sistema di nomenclatura 
introdotto da W.W. Cleland per indicare le reazioni 
enzimatiche: 


1. I substrati sono indicati con le lettere A, B, C e 
D nell’ordine con cui essi si legano all’enzima. 

2. I prodotti sono indicati con le lettere P, Q, R, e 
S nell’ordine cor cui essi lasciano l’enzima. 

3. Le forme enzimatiche stabili sono indicate con E, 
F e G; E rappresenta l’enzima libero, se è possibi- 
le fare una simile distinzione. Una forma enzima- 
tica stabile viene definita come quella che è di 
per sé incapace di convertirsi in un’altra forma 
stabile (vedi più avanti). 

4. Il numero dei reattanti e dei prodotti in una data 
reazione viene specificato, secondo l’ordine pri- 
ma i substrati e poi i prodotti, dai termini Uni 
(uno), Bi (due), Ter (tre) e Quater (quattro). Una 
reazione con un substrato e con tre prodotti vie- 
ne indicata come reazione Uni Ter. In questo pa- 
ragrafo vedremo e studieremo le reazioni con due 
substrati, che formano due prodotti, cioè le rea- 
zioni Bi Bi. Teniamo presente però che esistono 
numerosi esempi di reazioni anche molto più com- 
plesse. 


I tipi di reazioni Bi Bi 


[516] Le reazioni di trasferimento di gruppo cataliz- 
zate da enzirni possono essere suddivise in due gran- 
di classi: 


1. Reazioni sequenziali . 
Le reazioni in cui tutti i substrati si devono legare 
all’enzima prima che avvenga la trasformazione 
chimica e che i prodotti vengano rilasciati, sono 
chiamate reazioni sequenziali. Esse sono carat- 
terizzate dal fatto che il gruppo che deve essere 


reazioni sonò. Tote anche come reazioni a sin- 
golo spostamento. 

Le reazioni sequenziali possono essere sottoclas- 
«sificate sulla ‘base dell’ordine di legame dei sub- 
strati all’enzima. Quelle che hanno un preciso or- 
dine di ingresso dei substrati hanno un meccani- 
smo ordinato, mentre quelle che non presenta- 
no nessuna preferenza per l’ordine di legame dei 
substrati, possiedono. un meccanismo casuale. 
Nel meccanismo ordiriato, il legame del primo sub- 
strato è apparentemente necessario per formare 


-Jo]u,, un U09 E}}aI BOUT] EUM 3U2I]]O IS AJUEISoI [g] ® 
[VJT Tp auorzunz ur °a/T cogeIS ut opuopawi ‘tpumti 


XE °A 
SI I 


——T _ 


T T 


[AIR 
PISA 


+I 


è eJerSuelIeLIi oJassa ond [97'£T] auorzenba,1 
“EOQUApI [g] Ep 0 [V] ep afeuorzumnz ezuapuadp eum cu 
“ey ((67-£1] suorzenba) opide1 arenseo 1g 1g oLiqmmba 
U09 TUISTIEIIIWI I pa ([97"£7T] suorzenba) neurpao 1g IT 
TuspuessawI I oweluasaIdde1 auo morzenba 31 [Ts] 


Iperzuaonbas 
I€ IX IUOIZEAI 3[[Bp dUorzevIzi]uapr] Jod 09Ixe19 


‘Suod Suld v 0wus1muvI 

-99u un 1p 3Yynd1 cuos 39 0uvd 29u] 2359nNÒ ‘aforered 

99UI] Ip aLios eum pe aursiio aund grep [V] Ip LIO] 
“BA ISI9AIP È [7/7 Ip SUOIZun: UL 91/7 Tp 0917e1s un 

“TT ‘St3) oporrered sour 

Tp orios eun pe suIsLIo E.Iep osJoAIp [g] Ip Iuorzes] 

-U39U0I E 0}En}3zJa 09HYEe1S 0]Jsonb ‘[g] ep azuspuad 


*"V Ip IUOIZENUSDUOI assanip è [g]/l Ip auoIz 
-UNy ui °A/j IP 09IYe1D) (9) “g Ip IUOIZERUSDUOI asISAIP è [V]/1 ip au 
-01ZUN} Ul °%A/| ip 02YeI5 (e) “Buod Fuid È Ig 1g OWISIUEDZZTI UN UOI 
BIINELIIZUS BUOIZEa) eun Jad 1901d19al iddop 19p 02219) /L°€L eInSiy 


[a] /T 0 


A AI x = EZUSpuad 


DI 


(enel ejoBuis 1UB0 02/1 . 
U! QqUEISOO a auo) , ( 
[vy] opuezuawny 
lv] /T (oh 


[apewa EWA 


Pa ni 
+ =P}}90191U] e sa 
HA T a n° n. 
i 
| Li 
\L “xe /i57= ezUapuad 
(enel eloduis 1USO 0/7 
UI QQUEISOO 2 SUI) (2) 


[g] opugzuawny 


«Tpul 2 ezuapuad ej 3YIOg ‘[0S°£T] auorzenba, Jap ru 
“-TurI9) anp rumm fe apuapuodsitioo %/T asse.{ms 
ejaoIazur un a *El4 PEN e Lied ezuapuad eun u0d 12] 
-391 eauT] eum ep ‘[0S'£T] suorzenba,.] opuesn 3]ueiso9 


[9] ® [v]/T Tp auoIzunz wI °a/t Ip 00He18 un [09] 


Suod Surd è 
TY Id TUOIZES.I 3][ap 2UOo12 ey uspr;j 19d 00YEI9 


*\ung-I9AB9M9UT] 
Ip odi] [op aresun c2Iess jpou guelsezjuoo eleLid 
-01d 010] af[ap aseq eqms Iperzuanbas qonb a Suod 
Surd e mustuessatI 1 EI} a TEUTUILIOSTP apigissod 3 [Gs] 


nensgns anp e 


*g ‘euIzua qep dA IP 3 V IP SUOIZEDOSSIP 
TP Muelsoo a] cuos $Y 3 $Y a ‘oJeJsqns 0.1}]E.I9p 2) 
-Ue.Im}es aUorzeIjusou0o Eljop ezuasasd ur EUAZ/I 
2uarplo IS MI UO g IP O Vv Ip IUoIzespusouoo anlads 
«LI 3] 0UOSHY a X}Y ‘Huemjes MUorzesjus9uoI e Quas 
-a1d ouos g a y opuenb emus}}o ewIZUA. [op gus 
«SEUI EIOO[SA E] 2 SEA UTILI] ]] ‘o]e1]sgqns ojosuis E 
TUOrzeaI 2] Jod ruorzenba afpou nuasasd qonb e nu 
“Is MeoImusis OTUEY HeIllsquns anp e IUOIZEaI 3] QUOA 
-LIosap ayo ruorzenba afpau mrauo 1}awered ][8Ts] 


gersqgns anp E IUoIzea1 3][9p 
PRaup LnaweIed 19p 02ISH] 0}gBIINIUSIS 


T DS DS DUE 
fSuod Sud e 1g 19 
i ELLA previ 4 SyyeUA xEwI A 9A 
AMEN dI TISN I 


‘opidei ajenseo Ig Id oLIqumba] aw109 0) 


“Ou 9 OWISIUEIISUI 0}sant) “soqdues nid auaweane:aI . 


EUIIO] BUM UI EOPLI SUSLA ajErzIiuI B]o0]9A El[ap 2U 
-otzenba.] 3 eHDo]eA el[ap 2juemum edde) e] eJuoAIp 
dbI 2 IVA BI) SUOISISAU0DI2]UT,] ‘eumzUa ] UCI 9Ì 
-uspuadrpui a opidei oriqgmba un wr ouers Hensqus 
anp 1 ayo apemads oseo Jan "eleorduioo 2 agenseo Id IE 
atesaua$ suorzesi eum ad giiovo]ea Ip auorzenbda.1 


opidei afenseo 1g rg ouqgmba 


s-9£901-90-28 © 


E6£ FUINIDUIZUA FUOITVAL 9IP VINI0]IA 


[129] (029) [c1s) [BIS] 


AIROLA RE 


oe EI a A i A 
mn I 


RI T T 


o}eurpio rg Iq 


‘poldwai Iddop ip euro] 
ur 0}pos nid Heiodri cuos Inimosap eidos nexsgns 
anp è TUISIUEZIUI I Had EMOo]oa Ip ruorzenba 37 

‘0BIHSQnNS 0] 
-oSurs e Tponb u0d uou ago nerlsgqns anp e runzua qs 
Iod ossafduroo RId c}]owI 3 o19 0}N} ‘AuamIEIAAO. 
‘aToHEwI 
-TZU2 AULIO] SLIEA 2][9p suoIzagLIISIp e] ejuasasddei 
ago suorzenba, un nid ‘opmmisip a]}uawmeoauTo cogeuI 
“zu ossafdumoo ruSo 19d OLIEWOTZEIS 0}EIS IP FUOIZIP 
-u09 e] saumidsa aYo auorzenba, un ep amuapo LIESUI] 
tuorzenba rp oddna8 un odwia] 0ssa]s O[fe OpuoAjosti 
92019 ‘EUuTZIIA UN Ep a]ezzifejeo 0]}eIjsqns jours è Tu 
-OIZ8aI 2] J9d aut09 ajuowmeanewIssoIdde apaso1d 19 
*RIIoo]aA Ip IUoIzenba 010] a] a.reAtIap esco ewmtId Jad 
O1Tessa99U 2 ‘Quo arez Jo}od seg “Demo neajsgns anp e 
TUISTUEIIIUI LIA I alonfun]smp Jad azesn alossa owOS 
-sod OLIEUOIZE]S 0}e}S OT[e a YITauIO ams 27 | 215] 


E}90]j3A Ip iuoizenb3 ‘g 


‘Suod Surd e musnieo 


-5auI opuosas omoosIstaI ‘autaJoI1done]y amate a ISEU 


xuresueI) 9] -‘(£771 oJesSesed) euisdizoumyo el asasd 
“109 ‘TUIIZUS DION ‘Duzua, jap avifiadns vqns mu 
0uvI3UODUI 18 UO g a y 10uISgns 1 ‘Buod Sud v 19 
1g 1U01ZD21 8]]9U 32 23010N ‘o;uowre;sods orddop 
è Iorzear ajewrergo amd cuos TuorzesI 2]Sant) 
‘(uod ast) g ‘emuIzua ] 
op afeuiSLIo EULI0] E] ajua wa ]uanfasuoo opuessuosla 
‘x-g=)È opopord opuosas yi aseutI0] Jad g 03e.13s 
“qns opuovas [E EUTIZUA, [Ep 0]e;sods oAonu Ip atuora X 
‘suorzeaI eTap afred epuosas erpn ‘(Furd aser) ew 
“ZU, JTe (21uowIS]UA]eA00 ossads) 0}eSa] a}uowrepres 2 
x Mo Ul (X—-T=) I afigeis BonewIZua EULIO) EUM a 
d opopord ownuid pi euro] IS a q euIZua {op pred 
Ep 0]}eI]sqns Jep OSSOWILI USA (X-d=) V 0}2.sqns 
ounid [ap x efeuorzuny oddna18 un euIaySs 0;sanb ul 


IT DIGI d di-va d 


£-8£901-20-22 © 


opow o]sanb ur 2}e;uassidde1 cuosuaA 


Suod Sud e 1g Ig morzeai a] Suod Sud e 
TUISTUEIIIUI IP 2UIOU JI TOI HOU 0UOS eWIIZUO,[TE 
ness] owers IS eIjsqus I MIN} aYo BUILIÙ MerosezLI 
ouoSusA Mopord nid o cun Mo uo TMISTUEIIITI I 


Suod Sud e muor:zeag 
*ITEnSEO Ig IQ IMISTUEIIIUI 2) 


«uerpaui ovelado ISEUTTO a ISEUASOIpIap aUMITy 


‘opow 0;sanb 
UI E]ILIOSIp Sue aqenseo IQ IH 2UOIZEaI LU] 
‘ouewiid (01 


-e1]lsqns) 9puaSeai [I 3 EuITZUS09 JI MI UT 0]eurp.io 


tg Ig oWIstUEzISTI un cvuondas Muepuedp .A0VN 
9 +(VN IsBuaSoIpIsp a][ap 230 ‘SUOrZesI eap 
edde) ezep eun Ul fpaurIs]uI Tp 0IdUMU ms TUOIZ 
-BUIIOFUI 2.ITUIO} IP Opeif Ul 0Uos TOU OLIEUOIZ 
-E]S 0]E]S OT[e SUONHaUuIo a Msi 2] ‘aJuawreonewtZ 
-U9 aJezzIfe;eo o]}e1]sqns o[oSuIs E TIGISISASI TUOIZ 
-291 9] Jad 0}su cwTEIQgE avo ‘ozuenb ur arpa 
-I9]UI SUONEWIIZUI IULIO] 2][9P MUOISISAUOII9]UI 
egqms TuTuTwI 1[Sepap 0]os HruI0} cuosuzA O]]9p 
-ouI 0jsonb u ‘oLrepuosas 0}ejsqns a oLreumid 
o}exsgns ajuowreamadsLi IMap cuos g a y a10p 


cd dA 


dda "7 ava VI CI 


‘0pow 038 
-anb ui erezuosaIdde: suor eeuTp.io IY Ig FUOIZ 
-B91 BU ‘AUOIZESI E[ap eau e] eidos 0 emo93IH] 
ET[op E.I}SIUIS ere ouos ‘a)0u as “EIID0]9A IP T}UEIS 
-09 9] 3 gauT] e] 0}os 2]sod ouos aUPHEUNZUI SUI 
-10J 97 ‘ITEOMLIDA 3299} Ep opeotpui asma Mopord 
I9p OIOSETLI JI 3 Me.]squns Iap oAIssaDons dwIESa] TI 
pa e[ezuozziio eau] eun ep o}ejuasalddei sua 
EWIIZUA,] ‘pue[e1o IP EIM}ejouawIoO E] Opuesn ato 
«Heutzua IMOIZESI 3] SIIALIOSSP E BIO OWIELAOII 

‘o19qr eunzua {ms nuasaid arxduras ouos suI 
-eS9] Ip HIS I Iqurexjua ‘apenseo OWISIUEI92UI [Pu 
aguani ‘oxezisqns opuosss [ap aurea] Ip os I 


LIS 


£I qondvDn = ©6£ 


394 Capitolo 13 


[522][523] 


Aumentando [B] 
(che è costante in 
ogni singola retta) 


1/0, FA 


(a) 


Pon Kè KÙ -d 
Pendenza = —_fL_ A 
ELA 


rà 1+Kî [BI 
27/4 # ntercetta= Vinax 


0 1/ [A] 


Aumentando [A] 
(6) (che è costante in 
ogni singola retta) 


Kè KÎ 
D+ a marx pi di 
Pendenza=———lL 


Vmax 


“intercetta= 


Vmax 


0 1/ [B] 


Figura 13.18 Grafico dei doppi reciproci di una reazione enzimatica 
con un meccanismo sequenziale Bi Bi. (a) Grafico di 1/v, in funzio- 
ne di 1/[A] a diverse concentrazioni di B. (b) Grafico di 1/v, in fun- 
zione di 1/[B] a diverse concentrazioni di A. Grafici analoghi per rea- 
zioni Bi Bi casuali a rapido equilibrio hanno andamenti simili; le loro 
linee rette si intersecano tutte alla sinistra dell'asse 1/vo. 


cetta sull’asse 1/v, corrispondente al secondo termi- 
ne dell’equazione [13.51] (Fig. 13.180). Alternativa- 
mente, l'equazione [13.48] può essere riarrangiata a 

A KA 
Le III 
[BI Vmax [A] 


1__Kk |,, 


[13.52] 
Vo Vmax [A] 


che determina un grafico lineare di 1/v, in funzio- 
ne di 1/[B] a concentrazione costante di A, con una 
pendenza pari al coefficiente di 1/[B] nell’equazione 
[13.52] (Fig. 13.18b). La proprietà caratteristica di que- 
sti grafici, che è tipica dei meccanismi sequenziali, 
è data dal fatto che le linee si intercettano a sinistra 
dell’asse 1/vo. 


1+5î/ [A] 
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Discriminazione tra meccanismi sequenziali 
casuali e ordinati 


[522 ]|I meccanismi Bi Bi ordinati possono essere spe- 
rimentalmente distinti da quelli casuali mediante stu- 
di di inibizione da prodotto. Se viene aggiunto al- 
la miscela di reazione solo uno dei prodotti della rea- 
zione, P o Q, la reazione inversa non può avvenire. 
Legandosi però all’enzima, questo prodotto inibirà 
la reazione nella direzione normale. Per una reazio- 
ne Bi Bi ordinata, Q(=B—-X, il secondo prodotto ad 
essere rilasciato) compete direttamente con 
A (=P-X, il substrato primario) per il legame al- 
l'enzima E e quindi diventa un inibitore competitivo 
di A quando [B] viene mantenuta costante (la presen- 
za di X in Q=B-X interferisce con il legame di 
A=P-X). Poiché B si combina con EA e non con 
E, Qè un inibitore misto di B, quando [A] è costante 
(Q interferisce con il legame di B all’enzima e con 
la catalisi della reazione). Allo stesso modo, P, che 
si combina soltanto con EQ, è un inibitore misto di 
A, quando [B] è mantenuta costante, e di B, quando 
[A] è costante. Al contrario, in una reazione Bi Bi 
a rapido equilibrio, poiché entrambi i substrati e i 
prodotti possono legarsi direttamente ad E, sia P che 
Q sono inibitori competitivi di A quando [B] è co- 
stante e di B quando [A] è costante. Queste inibizioni 
da prodotto sono riportate nella Tabella 13.3. 


D. Scambio isotopico 


[523 | Le conclusioni sui meccanismi enzimatici basa- 
te soltanto sulle analisi cinetiche sono piene di incer- 
tezze e di solito sono rese confuse dall’inaccuratezza 
dei dati sperimentali. Un particolare meccanismo di 
un enzima è quindi più facilmente credibile se può 
essere suffragato anche da criteri sperimentali diversi 
dall’analisi cinetica. 

I meccanismi a due substrati sequenziale (singolo 
spostamento) e a ping pong (doppio spostamento) pos- 
sono essere differenziati anche mediante studi di 


scambi isotopici. Le reazioni di doppio spostamen-. 


to sono in grado di scambiare un isotopo dal primo 
prodotto P indietro al primo substrato A, in assenza 
del secondo substrato. Consideriamo una reazione 
complessiva a ping pong catalizzata dall’enzima E 
a due substrati 


P_X + B > P + B_-Xx 
in cui, come al solito, A=P-X, Q=B-XeXèil 
gruppo che viene trasferito da un substrato all’altro 
nel corso della reazione. In assenza di B, può avveni- 


[524] 
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Prodotto inibitore 


Meccanismo A variabile B variabile 
Bi Bi ordinato P Misto Misto 
Q Competitivo Misto 
Bi Bi casuale a rapido equilibrio p Competitivo Competitivo 
Q Competitivo Competitivo 


LT TYTYYrT_ToTreoeee Ce ]NTT Te e ttt pp 


re solo la prima parte della reazione. Se viene ag- 
giunta alla miscela di reazione una piccola quantità 
di P marcato con un isotopo, indicato con P*, nella 
reazione inversa si formerà P*—X: 


E+P-_X —>— E-X+P 
E-X+P* —> E+P*-X 


Direzione normale 
Direzione inversa 


cioè avverrà uno scambio isotopico. 

Al contrario, consideriamo ora la prima tappa di 
una reazione sequenziale. Qui si forma un comples- 
so non covalente enzima substrato: 


E+P_X > E-P-X 


L’aggiunta di P* non determina uno scambio isotopi- 
co, in quanto durante la formazione di E-P— X non 
si ha la rottura di un legame covalente, cioè non si 
ha rilascio di P dall’enzima e quindi non si ha la pos- 
sibilità di scambiarlo con P*. La dimostrazione di uno 
scambio isotopico per un enzima a due substrati è, 
di conseguenza, una prova sperimentale convincen- 
te a favore di un meccanismo a ping pong. 


Lo scambio isotopico nella saccarosio fosforilasi 
e nella maltosio fosforilasi 


[524] Gli enzimi saccarosio fosforilasi e maltosio 
fosforilasi sono un chiaro esempio di reazioni di 
scambio isotopico catalizzate enzimaticamente. La sac- 
carosio fosforilasi catalizza la reazione complessiva 


Glucosio—fruttosio + fosfato 
. Saccarosio 
| 


Glucosio-1-fosfato + fruttosio 


Se l’enzima viene incubato con saccarosio e con 
fruttosio marcato con un isotopo in assenza di fo- 
sfato, si osserva che la marcatura passa nel sac- 
carosio: 


Glucosio—fruttosio + 
Saccarosio He 


Glucosio— + fruttosio 


Nella reazione inversa, se l’enzima viene incubato 
con glucosio-1-fosfato e con fosfato marcato con ??P, 
la radioattività verrà ritrovata nel glucosio-1-fosfato: 


Glucosio-1-fosfato + 


li 


Glucosio-1- + fosfato 
Queste osservazioni indicano che si forma un com- 
plesso piuttosto saldo glucosil-enzima con contempo- 
raneo rilascio di fruttosio, stabilendo che la saccaro- 
sio fosforilasi utilizza un meccanismo a ping pong. 
Questa conclusione è stata ulteriormente confermata 
dall’isolamento e dalla caratterizzazione del complesso 
glucosil-enzima. 

L’enzima maltosio fosforilasi catalizza una reazio- 
ne complessiva simile: 


i Glucosio—glucosio + fosfato 
Maltosio È 


Glucosio-1-fosfato + glucosio 


Al contrario della saccarosio fosforilasi, questo enzi- 
ma non catalizza uno scambio isotopico tra il 
glucosio-1-fosfato e [*°P]fosfato oppure tra maltosio 
e ['*CIglucosio e non è mai stato identificato un com- 
plesso glucosil-enzima. Questi risultati stanno ad in- 
dicare che la maltosio fosforilasi ha un meccanismo 
di tipo sequenziale. 
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C. L’equazione di Michaelis-Menten per l’inibizione mista - 
Equazione [13.45] 


[527] Nell’inibizione mista (paragrafo 13.3C), le diverse tappe di legame del- 
l’inibitore hanno diverse costanti di dissociazione: 


siano all’equilibrio. La distribuzione delle forme enzimatiche è 
[Ely = [ESH]y + [EHlr [13.420] 


dove [Ely rappresenta l’enzima totale presente in qualsiasi forma, 


EJI ESISI 
Ki= TT 5 ter na [EH] =(EH#]+[E5]+[E-] 
[H+] Kea 
=|EH e 
(Per semplicità, stiamo qui facendo un’assunzione termodinamicamente non DR Kei i [A+] LERIA [13.A21] 
corretta e cioè che EI non possa reagire con S per formare ESI. Se includiamo n 
anche questa reazione, la derivazione dell’equazione diventa molto più com- 
plessa di quella riportata qui, ma i risultati sono sostanzialmente gli stessi.) [ESHIr = [ESH#]+ [ESH]+ [ES7] 
La distribuzione delle varie forme enzimatiche in questa reazione è (H+] K 
=IESHI| _+1+ 22] = [ESH]fa [13.A22] 
(Ely=[E]+[E11+ [ES] + [ESI] [13.415] ss TAÒ] 
e sostituendola nell'equazione [13.414] Quindi assumendo di essere allo stato stazionario, 
d[{ESH] 
1] o i © MIERISI- _1+ kA(ESHI=0 [13.423] 
(Elr=(E]|1+7] +ES]|1+-77 [13.416] Di 
1 I 


Definendo rispettivamente a e a’ come nell’equazione [13.38] e [13.A 12], l’e- 
quazione [13.A16] diventa 


e risolvendo per [EH] 


(kK_-1+k,){ESH] 5 Ky{ESH] 


(EH]= 13.A24 
KS] Ts iaia 
[E]r= [Ela + [ES]a” [13.417] 
Inoltre, dall’equazione [13.A21] 
Sostituendola poi nell’equazione [13.34] 
KmlESH 
Km (EHI, = MESHIA [13.425] 
[Elr= [ES] it” [13.A18] [S] 
che insieme alle equazioni [13.A20] e [13.422], dà 
Definendo v, € Vmax come nelle equazioni [13.22] e [13.23] abbiamo l’equa- 
zione di Michaelis-Menten per l’inibizione mista: Ki 
[Elr=[ESH] RS fe [13.A26] 
ie cleett. [13.45] 
aKy+a'[S] ; Come nella semplice derivazione di Michaelis-Menten, la velocità iniziale è 
e Ko[Elr (ko/fAYE[S] 
D. L’equazione di Michaelis-Menten per gli enzimi ionizzabili - Vo= k3lESH]= "TROVA [13.A27] 
Equazione [13.47] Sad +fa i 
S. 


[528] Nel modello presentato nel paragrafo 13.4 per spiegare l’effetto del 
pH sugli enzimi, le costanti di dissociazione per le ionizzazioni sono: 


Poi, definendo i valori di Ky e di Vmax=k2[Elr ad un dato pH: 


goatelelo = EIESI K{y=Kxf./f) [13.A28] 
2° [En] *° [esuH] 3 

g_  DESIEHI  , _DE*TESo] da per, uni 
E° [eHi] 581° [esH}] 


La protonazione e la deprotonazione sono tra le reazioni più veloci e quindi, 
con l’eccezione di alcuni enzimi con un numero di turnover estremamente 
elevato, si può ragionevolmente assumere che tutte le reazioni acido-base 


L’equazione di Michaelis-Menten modificata per spiegare gli effetti del pH è 


___VimaxlS] 
dea [13.47] 
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TILL 


ESM) (1) vfuu-s71) 0) volu:874) 6) volumi 571) 
1 2,5 1,17 0,77 
2 4,0 2,10 1,25 
5 6,3 4,00 2,00 
10 7,6 5,7 2,50 
20 9,0 7,a 2,86 


(a) determinate la Km e la Vmax dell’enzima. Per ogni 
inibitore determinate il tipo di inibizione e il valore 
di K; e/o K‘;. Quali altre informazioni sarebbero ne- 
cessarie per calcolare il numero di turnover dell’en- 
zima? (b) Per [S] = 5mm, quale porzioni di moleco- 
le enzimatiche hanno legato il substrato in assenza 
di inibitore, in presenza dell’inibitore tipo (2) ad una 
concentrazione di 10mm e in presenza dell’inibitore 
tipo (3) alla stessa concentrazione? 


*5. Nel nostro corpo, l’etanolo viene ossidato ad acetal- 
deide da parte dell’alcol deidrogenasi del fegato 
(LADH). Anche altri alcoli possono essere ossidati dalla 
LADH. Per esempio, il metanolo, che è un agente 
moderatamente intossicante, viene ossidato dalla 
LADH formando il prodotto molto più tossico for- 
maldeide. Gli effetti tossici dell’ingestione di meta- 
nolo (un componente di molti solventi commerciali) 
possono essere ridotti somministrando etanolo. L’e- 
tanolo agisce come un inibitore competitivo del me- 
tanolo spostandolo dal sito attivo della LADH. Que- 
sto trattamento consente di disporre di sufficiente 
tempo per eliminare il metanolo attraverso i reni. 
Se un individuo ha ingerito 100 ml di metanolo (una 
dose letale), quanto whiskey (50% in volume di eta- 
nolo) deve bere per ridurre l’attività della LADH nei 
confronti del metanolo a valori pari al 5% di quelli 
originali? Il corpo di un uomo adulto contiene circa 
40 1 di fluidi acquosi in cui si mescolano molto rapi- 
damente gli alcoli che vengono ingeriti. La densità 
dell’etanolo e del metanolo è di 0,79 g - cm 73. Assu- 
mete che il valore di Ky della LADH per l’etanolo 
sia 1X 1073M e per il metanolo sia 1X 107°M e che 
per l’etanolo Kx = Km. 


6. Il valore di Ky per un enzima che segue l’equazio- 
ne di Michaelis-Menten è di 1x 107‘. Ad una con- 
centrazione di substrato di 0,2M, vo = 43 aM/min per 
una certa concentrazione di enzima. Ad una concen- 
trazione di substrato di 0,02m la vo ha lo stesso valo- 
re. (a) Dimostrate se questa osservazione è corretta. 
(b) Qual è l’ambito di concentrazione di substrato ne- 


cessario per misurare la Ky? 


. 


7. Perché gli inibitori incompetitivi e misti sono consi- 


derati più efficienti in vivo (in un organismo viven- - 


te) di quelli competitivi? 


Sa 


Spiegate perché se i parametri sperimentali si adat- 
tano esattamente ad un modello cinetico, non è detto 
che quello sia il modello corretto. 


9. Un enzima che segue il modello sugli effetti del pH 


10. 


*11. 


12. 
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presentato nella paragrafo 13.4 ha un valore di 
pKrs1=4 e di pKrs2=8. Qual è il valore di pH a cui 
la V”max è massima per quell’enzima? A quel pH, 
quale frazione di Vmax può essere raggiunta da 
Vira 

Derivate l’equazione della velocità iniziale per una 
reazione Bi Bi casuale a rapido equilibrio. Assumete 
che le costanti di equilibrio K$ e K$ per il legame 
di A e B all’enzima siano indipendenti in funzione 
del legame dell’altro substrato (un’assunzione che de- 
termina K},/=K8 nell’equazione [13.49)). 


Consideriamo la seguente variante di un meccani- 
smo Bi Bi a ping pong. 


Assumete che le reazioni di legame del substrato sia- 
no in rapido equilibrio, 


gg PEIAI, gg _DEIBI 


e K$= 


che [A] e [B]>[E]y, che nessuna reazione di rilascio 


del prodotto è reversibile e che l’approssimazione 
dello stato stazionario è valida. (a) Derivate un’espres- 


sione per vo in funzione di K&, K8, k2 e ks. (b) Indi-. 
cate l'andamento del grafico dei doppi reciproci 1/vo - 


in funzione di 1A] a diverse concentrazioni di B. 
(c) Effettuate la stessa analisi di (b) a diversi valori 
di [A]. 


La creatina chinasi catalizza la reazione 
MgADP- + fosfocreatina == MgATP?” + creatina 


che ha lo scopo di rigenerare l’ATP nel muscolo. La 
creatina chinasi del muscolo di coniglio ha il seguen- 
te comportamento cinetico. In assenza di entrambi 
i prodotti, il grafico di 1/v, in funzione di 
1[MgADP 1] a diverse concentrazioni fisse di fosfo- 
creatina determina un serie di linee rette che si in- 


tersecano a sinistra dell’asse 1/v,. Analogo risultato ‘ 


‘ si ottiene mettendo in grafico 1/v, in funzione di 


1/fosfocreatinal a diverse concentrazioni fisse di 
MgADP". In assenza di uno dei prodotti della rea- 
zione, MgATP* oppure creatina, il grafico di 1/vo 
in funzione di 1{MgADP] a diverse concentrazio- 
ni dell’altro prodotto rende una serie di rette che 
si intersecano sull’asse 1/v,. Lo stesso accade per il 
grafico di 1/v, in funzione di 1/[fosfocreatinal. Sta- 
bilite quale meccanismo cinetico si adatta a queste 
informazioni. 


1. I meccanismi catalitici 
. Catalisi acido-basica 
. Catalisi covalente 


D. Catalisi elettrostatica 
E. Catalisi da effetti di prossimità e orientamento 


Catalisi da legame dello stato di transizione 


2. Il lisozima 
A. Struttura dell'enzima 
B. Il meccanismo catalitico 
C. Verifica del meccanismo di Phillips 


3. Le serina proteasi 
A. Cinetica e gruppi catalitici 
B. Struttura ai raggi X 
C. Meccanismo catalitico 
D. Valutazione del meccanismo catalitico 
E. Zimogeni 


4. La glutatione reduttasi 


ui 
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La catalisi 
enzimatica 


[531 ] Come abbiamo visto, gli enzimi possono aumen- 
tare la velocità delle reazioni molto più efficacemen- 
te dei catalizzatori chimici in genere, operando in 
condizioni blande e con un’altissima specificità sia 
per i loro substrati che per i loro prodotti. 

Queste proprietà catalitiche sono così eccezionali 
che hanno indotto molti scienziati del diciannovesi- 
mo secolo a pensare che gli enzimi avessero caratte- 
ristiche diverse e non condivise dalle sostanze con 
origini «non viventi». 

Oggi disponiamo di numerose informazioni, e per 
alcuni enzimi non solo superficiali, sui meccanismi 
che stanno alla base di questa enorme accelerazione 
della reazione. È però sufficientemente chiaro che 
il meccanismo catalitico usato dagli enzimi è identi- 
co a quello dei catalizzatori chimici. Gli enzimi sono 
solo più adatti al loro compito. 

In questo capitolo, prenderemo in considerazione 
la natura della catalisi enzimatica. 

Cominceremo discutendo quali sono i principi fon- 
damentali della catalisi chimica, così come sono stati 
chiariti mediante lo studio dei meccanismi delle rea- 
zioni organiche. Poi passeremo ad esaminare i mec- 
canismi catalitici di alcuni degli enzimi meglio carat- 
terizzati: il lisozima, le serina proteasi e la glutatione 
reduttasi. 

Questo studio ci porterà ad apprezzare la comples- 
sità di questi catalizzatori e allo stesso tempo i meto- 
di usati per definire le loro proprietà. 


1. I MECCANISMI CATALITICI 


[532]La catalisi è un processo che determina un au- 
mento della velocità con cui una reazione si avvicina 
all’equilibrio. 

Poiché, come abbiamo visto nel paragrafo 13.1C, 
la velocità di una reazione è una funzione dell’ener- 
gia libera di attivazione AG*, un catalizzatore agi- 
sce abbassando l’altezza di questa barriera cinetica; 
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[536][537] 
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La reazione della RNasi comprende una catalisi 
acido-basica generale 


[536] La ribonucleasi A del pancreas bovino 
(RNasi A) rappresenta un buon esempio di catalisi 
acido-basica mediata da un enzima. Questo enzima 
digestivo idrolizza l’RNA nei nucleotidi che lo com- 
pongono. L’isolamento di nucleotidi 2° 33'-ciclici in 
digeriti di RNA operati dalla RNasi suggerisce che 
l’enzima utilizzi la seguente sequenza di reazione; 
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Figura 14.2 Dipendenza dal pH della V'max/K'M nell’idrolisi cataliz- 


zata dalla RNasi A della citidina fosfato 2’-3’ ciclica (Wma/K'M è - 


espressa in ms). L'analisi di questa curva (paragrafo 13.4) sug- 


gerisce la partecipazione alla catalisi di gruppi con pK di 5,4 e 6,4. . 


(Fonte: peL Rosario, E.). e HamMEs, G.G., Biochemistry, 8, p. 1887, 
1969.) 


L’andamento della curva dell’attività della RNasi in 
funzione del pH ha un picco intorno a pH 6 (Fig. 
14.2). L'analisi di questa curva, insieme alle deriva- 
tizzazioni chimiche e agli studi ai raggi X, ha stabili- 
to che l’RNasi possiede due residui di His, l’His 12 
e lHis 119, che agiscono in maniera concertata da 
catalizzatori acido-basici (la struttura della RNasi è 
schematizzata nella Fig. 8.2). Evidentemente, la rea- 
zione della RNasi è un processo a due tappe (Fig. 14.3): 


1. L’His 12, agendo come una base generale, sottrae 
un protone al gruppo ossidrilico in posizione 2' 
dell’RNA, promuovendo quindi il suo attacco nu- 
cleofilo sull’atomo di fosforo adiacente, mentre 
l’His 119, agendo da acido generale, induce la scis- 


sione del legame, protonando il gruppo R'—OH 


che esce dall’enzima per primo. 

2. L’intermedio 2/,3/-ciclico viene idrolizzato essen- 
zialmente attraverso un meccanismo che è l’in- 
verso della prima tappa, con una molecola di ac- 
qua che sostituisce il gruppo uscito. Quindi, 1’His 
12 si comporta come un acido generale e l’His 119 
come una base generale per produrre l’idrolisi 
dell'RNA e, alla fine, l'enzima ritorna nello stato 
iniziale. 


B. Catalisi covalente 
[337] La catalisi covalente accelera la velocità me- 


diante la formazione temporanea di legami covalenti 
tra catalizzatore e substrato. La decarbossilazione del- 


< 


sb 
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Figura 14.3 L'idrolisi dell'RNA catalizzata dalla RNasi pancreatica 
bovina è un processo a due tappe con la formazione intermedia di 
un nucleotide 2’-3’-ciclico. 


l’acetoacetato, un processo chimicamente catalizzato 
dalle ammine primarie, ne è un esempio (Fig. 14.4). 
Nella prima tappa di questa reazione, l’ammina at- 
tacca nucleofilicamente il gruppo carbonilico dell’a- 
cetoacetato per formare una base di Schiff (legame 
imminico). 


H H H 
N° È O = N 6 oH = Ni 4 u 
Base di 
Si 6 Schiff 


L’atomo di azoto protonato dell’intermedio covalente 
agisce poi come una trappola per gli elettroni ridu- 
cendo il livello energetico dell’enolato presente allo sta- 
to di transizione. La formazione e la decomposizione 
della base di Schiff avviene rapidamente e quindi non 
è questa la tappa che limita la velocità dell’intera 
sequenza. 


La catalisi covalente ha tappe 
nucleofiliche ed elettrofiliche 


[538] Come abbiamo visto nell’esempio precedente, 
la catalisi covalente può essere concettualmente sud- 
divisa in due tappe distinte: 


1. La reazione nucleofilica tra catalizzatore e sub- 
strato per formare un legame covalente. 

2. La perdita di elettroni dal centro di reazione ad 
opera del catalizzatore ora elettrofilico. 


I meccanismi della reazione vengono classificati ar- 
bitrariamente mediante i termini di catalisi nucleo- 
filica oppure catalisi elettrofilica a seconda di quale 
dei due effetti è quello che esprime la spinta maggio- 
re per la reazione, cioè quale catalizza la tappa che 
limita la velocità complessiva della reazione. La de- 
carbossilazione dell’acetoacetato catalizzata dalle am- 
mine primarie è un chiaro esempio di reazione cata- 
lizzata elettrofilicamente, in quanto la fase nucleofi- 
lica, la formazione della base di Schiff, non è quella 
che limita la velocità. In altre reazioni catalizzate co- 
valentemente, la tappa nucleofilica può avere invece 
un ruolo determinante per la velocità complessiva 
della reazione. 

La nucleofilicità di un composto chimico è stretta- 
mente correlata alla sua basicità. Il meccanismo di 
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3. Il sito catalitico viene poi rigenerato mediante il 
legame e la ionizzazione di un’altra molecola di 
acqua allo zinco, probabilmente ancor prima che 
il bicarbonato abbandoni l’enzima, formando un 
complesso transitorio dove lo zinco ha cinque le- 
gami di coordinazione. 


Gli ioni metallici accelerano le reazioni 
mediante la protezione di cariche 


[543] Un’altra importante funzione enzimatica degli 
ioni metallici è la protezione delle cariche. Per 
esempio, il reale substrato delle chinasi (enzimi che 
trasferiscono gruppi fosforici utilizzando 'ATP) è il 
complesso Mg?* — ATP 


Mg°* 
do “7 (NI 
ie tarantca 
E 


e non il solo ATP. Il ruolo del magnesio, oltre all’ef- 
fetto orientativo, è la protezione elettrostatica delle 
cariche negative dei gruppi fosforici. Queste cariche 
tendono altrimenti a respingere il doppietto elettro- 
nico del nucleofilo che attacca, in special modo se 
questo ha un carattere anionico. 


D. Catalisi elettrostatica 
[ 544 ] Il legame della molecola del substrato in genere 


tende ad escludere l’acqua dal sito attivo dell’enzi- 
ma. La costante dielettrica locale del sito attivo ricor- 


© 883-08-10538-5 


Thr 199 


ai Glu 106 


v 
x 
x 


Glu 117 


è 


Scheletro del 
residuo 244 


Gin 92 4 


Figura 14.5 Il sito attivo della anidrasi carbonica umana. Il legame 
in grigio chiaro dello Zn°* indica la posizione probabile del quinto 
sito di coordinazione dello ione. La freccia è diretta verso l'apertura 
della cavità del sito attivo. (Fonte: SHERIDAN, R.P. e ALLEN, L.C., /. 
Am. Chem. Soc., 103, p. 1545, 1981.) 


da quindi quella di un solvente organico, dove le in- 
terazioni elettrostatiche sono molto più forti di quel- 
le in un ambiente acquoso (paragrafo 7.4A). La di- 
stribuzione delle cariche in un mezzo a bassa costan- 
te dielettrica può influenzare profondamente la reat- 
tività chimica. Come abbiamo visto, il pK delle cate- 
ne laterali dei residui amminocidici può variare an- 
che di alcune unità rispetto ai valori normali (Tabel- 
la 14.2) per la prossimità di altri gruppi carichi. 
Anche se le evidenze sperimentali e le analisi teo- 
riche non sono ancora conclusive, sono ormai nume- 
rose le indicazioni che suggeriscono come la distribu- 
zione delle cariche intorno al sito attivo di un enzima 
siano organizzate in modo tale da stabilizzare lo sta- 
to di transizione della reazione catalizzata. Questo 
sistema di accelerare le reazioni, che ricorda la cata- 
lisi da ioni metallici discussa in precedenza, viene 
chiamato catalisi elettrostatica. Inoltre, in alcuni 
enzimi, la distribuzione delle cariche serve a guidare 
i substrati polari verso il sito di legame e così la velo- 
cità di questi enzimi sembra più grande degli stessi 
limiti imposti loro dalla diffusione (paragrafo 13.2B). 


E. Catalisi da effetti di prossimità 
e orientamento 


[ 845 | Anche se gli enzimi utilizzano meccanismi ca- 


talitici simili a quelli delle reazioni organiche model-. 


lo, sono molto più efficaci di questi modelli. Questa 


[543] [544] [545] 
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maggiore efficienza deve derivare da specifiche con- 
dizioni fisiche presenti nel sito attivo -dell’enzima, 
che si trasmettono poi alla reazione chimica. Gli ef- 
fetti più ovvi sono quelli di prossimità e di orien- 
tamento: i reattanti devono avvicinarsi con la giu- 
sta relazione spaziale perché la reazione possa avve- 
nire. Per esempio, nella reazione bimolecolare dell’i- 
midazolo con il p-nitrofenilacetato, 


(0) paA 
Il E: ; 
CHg—C- ii So, 
( p-nitrofenilacetato 
Ù 
I 
NH 
Imidazolo 
sl 
(0) E 
Il 
CH3-C + fe Mil, 
| CHO 
N bgiono 
\ 9 p-nitrofenolato 
NH 
N-acetilimidazolo 


il progredire della reazione è facilmente visibile se- 
guendo la comparsa di un intenso colore giallo, do- 


vuta alla formazione dello ione p-nitrofenolato: 
A PNOsg0! = k;limidazolo][ p-NO.9Ac] 


= k{[ p-NO29Ac] [14.4] 
dove, k', la costante di velocità di pseudo primo or- 


dine, corrisponde a 0,0018 s-! quando [imidazolo] 
= im ($=fenile). Per la reazione intramolecolare 


\\ _NH 


la costante di velocità di primo ordine k2=0,043 s71; 
quindi risulta che k,=24k;. Quando il catalizzatore 
imidazolo, alla concentrazione di 1M, è legato cova- 
lentemente al reattante, è 24 volte più efficace di 
quando è libero in soluzione, cioè il gruppo imidazo- 
lico si comporta nella reazione intramolecolare come 
se fosse presente alla concentrazione di 24m. 


Cerchiamo di verificare questa affermazione facen- 
do un calcolo, anche se approssimativo, di come vie- 
ne modificata la velocità della reazione dalla prossi- 
mità dei gruppi reattivi. Seguendo Daniel Koshland, 
possiamo ragionevolmente assumere che: i 


1. Le specie reattanti, cioè i gruppi funzionali, han- 
no circa la stessa dimensione di una molecola di 
acqua. 

2. Ogni specie reattante ha intorno a sé 12 molecole, 
in modo da formare sfere compatte di uguali di- 
mensioni. 

3. Le reazioni chimiche avvengono solo quando i 
reattanti entrano in contatto. 

4. La concentrazione dei reattanti in soluzione è suf- 
ficientemente bassa da far sì che la probabilità 
che una molecola di un reattante incontri simul- 
taneamente due molecole dell’altro reattante sia 
praticamente nulla. 


Quindi la reazione: 


A+B_>A-B 
obbedisce all’equazione di velocità di secondo ordine 


_ HA -B] 


v + -= k[AXB]= Ka[A,Blooppie [14.5] 


dove [A,Bloppie rappresenta la concentrazione delle 
molecole A e B che sono entrate in contatto. Il valore 


x 


di questa entità è 


poiché vi sono 12 modi diversi per A di contattare 
B, e [A]/55,5m è la probabilità che una molecola di 
B si trovi dopo una di A. ([H,0] = 55,5 nelle solu- 
zioni acquose diluite.) Combinando le equazioni [14.5] 
e [14.6], otteniamo 


55 
SEE (5 [A Bleoppie=4,6 K:[A,Bloppie [14.7] 


In assenza di altri effetti questo modello predice che 
per la reazione intramolecolare 


ka 


A Bi re A B 


fsi foi 


k3=4,6 k;, che corrisponde a un aumento piuttosto 
piccolo. 
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[549] 


Coordinata di reazione 


Figura 14.7 Diagramma delle coordinate di reazione per una ipoteti- 
ca reazione a singolo substrato catalizzata (in blu) e per la corrispon- 
dente reazione non catalizzata (in rosso). 


ratura di 25 °C più elevata di quella per il substrato). 
Questo valore corrisponde approssimativamente al- 
l’energia libera di due legami idrogeno. Conseguen- 
temente, il legame all’enzima dello stato di transizio- 
ne (ES*) mediante due legami idrogeno che non pos- 
sono formarsi nel complesso di Michaelis (ES), deter- 
mina un aumento della velocità di circa 10% volte an- 
che considerando solo questo effetto. 

Normalmente si osserva che la specificità di un en- 
zima viene espressa dal suo numero di turnover 
(Kcat), piuttosto che dall’affinità di legame del sub- 
strato. In altre parole, l’enzima può legare substrati 
«poveri» che hanno una bassa velocità di reazione, 
altrettanto bene o anche meglio di substrati «buoni» 
con velocità di reazione elevate. Questi enzimi usano 
apparentemente l’energia intrinseca al legame dei 
substrati «buoni» per stabilizzare il corrispondente 
stato di transizione. 


Il «meccanismo della ruota», che richiede la conver- 


sione di questa energia di legame in una forza mec- 
canica, sembra a questo punto non plausibile, in quan- 
to considerazioni teoriche (paragrafi 8.2 e 14.2C) ten- 
dono a suggerire che le proteine non abbiano una 
sufficiente rigidità strutturale per deformare signifi- 
cativamente i loro substrati. È possibile invece che 
lo stato di transizione crei contatti migliori tra l’en- 
zima e il substrato nel complesso di Michaelis in mo- 
do che la massima energia di legame è raggiungibile 
solo con lo stato di transizione. Un «buon» substrato 
non sempre si lega all’enzima con la massima affini- 
tà, ma sicuramente lo fa, dopo l’attivazione, cioè nel 
suo stato di transizione. 
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Gli analoghi dello stato di transizione 
sono inibitori competitivi 


[549] Se un enzima lega preferenzialmente il suo sta- 
to di transizione, ci si deve aspettare che analoghi 
dello stato di transizione, molecole stabili che ri- 
cordano strutturalmente S* o uno dei suoi compo- 
nenti, siano potenti inibitori competitivi dell’enzima. 
Per esempio, la reazione catalizzata dalla prolina ra- 
cemasi del batterio Clostridium sticklandii viene por- 
tata avanti attraverso uno stato di transizione planare 


Stato di transizione 
planare 


La prolina racemasi viene inibita competitivamente 
dagli analoghi planari della prolina, il pirrolo- 
2-carbossilato e il A-1-pirrolina-2-carbossilato, 


leo ME 


i ì 
H H 


Pirrolo-2-carbossilato A-1-pirrolina-2-carbossilato 


Entrambe si legano all’enzima con un’affinità circa 
160 volte più elevata di quella della prolina. Questi 
composti possono essere considerati analoghi dello 
stato di transizione nella reazione della prolina race- 
masi. Al contrario, il tetraidrofurano-2-carbossi- 
lato, 


Tetraidrofurano-2-carbossilato 


che ha una struttura tetraedrica simile a quella della 
prolina, non è un inibitore così forte come questi com- 
posti planari. Un aumento di 160 volte dell’affinità 
del legame corrisponde, secondo l’equazione [14.9], 
a un incremento di 12,6 kJ - mol-! dell’energia libe- 
ra di legame. Questa quantità riflette probabilmente 
un ulteriore incremento dell’affinità di legame che 
la racemasi ha per lo stato di transizione planare del- 
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+ Punto di rottura 


I 


O Pi lo) 
CH3CHC007 
NAG NAM 


Figura 14.8 L'alternanza di NAG e NAM nel componente polisaccari- 
dico della parete batterica; il punto in cui viene rotto dal lisozima 
è indicato dalla freccia. 


la prolina, rispetto alla forma non deformata della 
molecola dell’amminoacido. 

Sono stati caratterizzati centinaia di analoghi dello 
stato di transizione per molte reazioni enzimatiche. 
Alcuni di questi sono antibiotici già presenti in natu- 
ra, mentre altri sono stati invece sintetizzati per stu- 
diare il meccanismo di un particolare enzima e/o per 
agire da specifico inibitore enzimatico per scopi te- 
rapeutici o nelle coltivazioni agricole. La teoria che 
gli enzimi legano preferenzialmente lo stato di tran- 
sizione invece del substrato non deformato ha forni- 
to le basi razionali per produrre nuovi composti atti 
a studiare e comprendere il meccanismo di reazione 

* di enzimi specifici. 


2. IL LISOZIMA 


[550]Nella rimanente parte di questo capitolo ana- 
lizzeremo i meccanismi catalitici ormai ben definiti 
di diversi enzimi. Nel fare ciò, vedremo come agli 
enzimi sia possibile applicare i principi descritti nel 
paragrafo 14.1. Potremo osservare che la grande effi- 
cienza catalitica degli enzimi deriva dall’uso simulta- 
neo di alcuni di questi meccanismi catalitici. 

Il lisozima è un enzima che distrugge la parete 
dei batteri, idrolizzando il legame glicosidico 
B1 — 4) tra l'acido N-acetilmuramico (NAM) e 
l’N-acetilglucosammina (NAG) del peptidoglicano, 
un componente della parete batterica contenente re- 
sidui alternati di NAM e NAG (Fig. 14.8). Il lisozima 
è largamente rappresentato nelle cellule e nelle se- 
crezioni dei vertebrati. Questo enzima può funzio- 
nare come agente battericida, ma il fatto che solo 
un numero molto limitato di agenti patogeni sia sen- 
sibile all’effetto del lisozima fa pensare che cooperi 
all’eliminazione dei batteri dopo che essi sono stati 
uccisi in altri modi. 


CH,0H del lisozima 


CH,0H 
H o) 

H 

OH H 

H 
NH—C—CH; 
o) 
CH3CHC00" 
NAG NAM 


Il lisozima dell’albume di uovo di gallina (HEW) 
è una delle specie di lisozima più studiate ed è uno 
degli enzimi il cui meccanismo di reazione è stato 
meglio definito. Esso è una proteina relativamente 
piccola (14,6 kD), la cui singola catena amminoacidi- 
ca è costituita da 129 residui, con quattro legami cro- 
ciati interni generati da ponti disolfuro. Il lisozima 
di HEW idrolizza il suo substrato ad una velocità che 
è circa 101° volte più grande della velocità della rea- 
zione non catalizzata (Fig. 14.9). 


BGCBOTIN 
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Figura 14.9 La struttura primaria del lisozima del bianco d’uovo. | 
residui amminoacidici che compongono la tasca di legame del sub- 
strato sono in colore più intenso. 
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C(3) 
Conformazione a sedia 


C(3) 


Conformazione a mezza sedia 


Figura 14.11 Gli anelli degli esosi assumono di solito una conforma- 
zione a sedia. E stato postulato che il legame al lisozima determina 
una distorsione dell'anello D in una conformazione a mezza sedia 
in cui gli atomi C(1), C(2), C(5) e 0(5) sono sullo stesso piano. 


Figura 14.12 Le interazioni del lisozima con il suo substrato. La parte 
più marcata degli anelli è posta verso l'esterno, mentre la parte meno 
marcata si trova sul fondo della fessura di legame del lisozima. (Co- 
pyright © Irving Geis.] 


sta interferenza sterica può essere eliminata distor- 
cendo l’anello glucosidico dalla sua forma normale 
a sedia ad una a mezza sedia (Fig. 14.11). Questa di- 
storsione, che rende coplanari gli atomi CA), C2), CB) 
ed 0(5) del residuo D, sposta il gruppo C(6)H,0H dal- 
la sua posizione normale equatoriale ad una posizio- 
ne assiale, dove non incontra interferenze steriche e 
può formare un legame idrogeno con il gruppo carbo- 
nilico del residuo amminoacidico Glu 57 (Fig. 14.12). 
Sempre mediante la costruzione di questi modelli, 
Phillips scoprì anche che i residui E ed F si legano 
apparentemente all’enzima senza subire modificazio- 
ni strutturali e formando un numero appropriato di 
legami idrogeno e di interazioni di van der Waals. 

Siamo ormai vicini a identificare il sito catalitico 
del lisozima. Nella molecola del substrato naturale 
dell’enzima, il residuo nella seconda posizione è sem- 
pre un NAM. Gli esperimenti con i modelli hanno 
indicato che una catena laterale lattilica si adatta ma- 
le ai sottositi di legame per i residui C ed E; quindi 
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i residui di NAM possono legarsi all’enzima a livello 
dei sottositi per i residui B, D ed F. 


riducente 


A B (0) D E F 


L'osservazione che il lisozima idrolizza il legame 
Ba —> 4) tra un residuo di NAM e uno di NAG, 
riduce il possibile punto di azione dell’enzima ai le- 
gami tra i residui B e C e tra i residui D ed E. Poiché 
il (NAG); si lega stabilmente e non viene idrolizza- 
to dal lisozima, risulta che il probabile sito di rottura 
è tra il residuo D e il residuo E. Questa conclusione 
è suffragata anche dagli esperimenti di John Rupley 
il quale osservò che il lisozima idrolizza in modo 
quantitativo il (NAG); tra il secondo e il terzo resi- 
duo a partire dall’estremità riducente (l’estremità con 
un C(1)—OH libero), proprio come ci si deve aspetta- 
re se l'enzima ha un sito attivo composto da sei sot- 
tositi e rompe tra i sottositi D ed E. 

Il legame che viene rotto dal lisozima è stato iden- 
tificato facendo avvenire l’idrolisi del (NAG); in 
H3/80. Il prodotto formato contiene il 80 legato al- 
l’atomo C(1) dell’estremità riducente appena genera- 
ta, dimostrando che il legame rotto è quello tra il 
C(1) e l’ossigeno O(1) che forma il ponte glicosidico: 


Quindi il lisozima catalizza l’idrolisi del legame tra 
gli atomi C(1) e O(1) del residuo D del substrato che 
è legato al sito attivo. Inoltre, la reazione avviene con 
conservazione della configurazione, così che l’anello 
D rimane nella forma anomerica f. 


B. Il meccanismo catalitico 


[554] Ora restano da identificare i gruppi catalitici 
del lisozima. La reazione catalizzata dal lisozima, l’i- 
drolisi di un legame glicosidico, è la conversione di 
un acetale in un emiacetale. L’idrolisi acetalica non 


enzimatica è accelerata dalla catalisi acida che coin- 
volge una protonazione dell’atomo di ossigeno reat- 
tante, seguita dalla rottura del legame C—O (Fig. 
14.13). Ciò porta alla formazione di un carbocatione 
stabilizzato per risonanza chiamato ione ossonio. 
Per ottenere la massima sovrapposizione degli orbi- 
tali e quindi la stabilizzazione per risonanza, i grup- 
pi R ed R' dello ione ossonio devono essere coplanari 
con i suoi atomi di C, O ed H. Lo ione ossonio lega 
poi acqua per formare l’emiacetale e rigenerare l’a- 
cido catalizzatore libero. Per identificare i gruppi ca- 
talitici di un enzima che mediano l’idrolisi acetalica, 
dobbiamo trovare un potenziale acido catalizzatore 
e possibilmente un altro gruppo che possa ulterior- 
mente stabilizzare lo ione ossonio intermedio. 
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Figura 14.13 Meccanismo di idrolisi non enzimatica di un acetale 
a emiacetale catalizzata da un acido. La reazione procede mediante 
la protonazione di uno degli atomi di ossigeno dell’acetale, seguita 
dalla rottura del suo legame C—O per formare un alcol (R'OH) e 
un carbocatione stabilizzato per risonanza (ione ossonio). L'aggiunta 
di acqua allo ione ossonio produce l’emiacetale e rigenera l'H* ca- 
talizzatore. Notate che gli atomi C, O, H, R e R' sono sullo stesso piano. 


Il Glu 35 e lPPASP 52 
sono i residui catalitici del lisozima 


[855] soli gruppi funzionali presenti nelle imme- 
diate vicinanze del centro reattivo del lisozima che 
hanno le caratteristiche catalitiche previste sono il 
Glu 35 e l’Asp 52. Questi residui sono disposti ai due 
lati del legame glicosidico 8(1 —> 4) che deve essere 
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422 Capitolo 14 


[562][563][564] 


Il non coinvolgimento degli altri residui 


[562 ] Gli altri gruppi carbossilici del lisozima diversi 
da quelli dell’Asp 52 e del Glu 35 non partecipano 
al processo catalitico e ciò è stato dimostrato facendo 
reagire l’enzima con reagenti specifici per il carbos- 
sile in presenza del substrato. Con questo trattamen- 
to è possibile ottenere un enzima attivo con tutti i 
gruppi carbossilici modificati, meno quelli dell’Asp 
52 e del Glu 35. Altri reagenti specifici che modifica- 
no per esempio residui di His, Lys, Met o Tyr, ma 
che non producono variazioni importanti nella strut- 
tura della proteina, non alterano di molto l’efficien- 
za catalitica del lisozima. 


Ruolo dello stiramento 


[563 ] Molte delle ricerche meccanicistiche condotte 
sulla molecola del lisozima avevano come obiettivo 
quello di verificare il ruolo catalitico dello stiramen- 
to. Non tutti questi studi, come vedremo, sono in 
accordo con il meccanismo proposto da Phillips. 
Le misure degli equilibri di legame al lisozima di 
diversi tipi di oligosaccaridi hanno suggerito che tutti 
i residui saccaridici, eccetto quello al sottosito D, 
contribuiscono energeticamente a favorire il legame 


Saccaride Energia libera di legame 
legato (kJ* mol-1) 
A NAG — 7,5 
B NAM — 12,3 
C NAG — 23,8 
D NAM + 12,1 
E NAG = 
F NAM —7,1 


Fonte: CÒipman, D.M. e SHaron, N., Science; 165, p. 459, 1969. 


CH,0H CH,0H 
H H 
H H 
OH H Te OH H 
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H NHCOCH; H NHCOCH; 
(NAG), (NAG); 


Figura 14.17 L'analogo &-lattone del (NAG)4. | suoi atomi C(1), O(1), 
C(2), C(5) e O(5) sono coplanari (area colorata) per effetto della riso- 
nanza, come nell'anello D dello stato di transizione della reazione 
del lisozima. 
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del substrato: il legame di un residuo di NAM al sot- 
tosito D richiede un supplemento energetico di 
12 kJ- mol-* (Tabella 14.3). Il meccanismo di Phillips 
tende a spiegare questa osservazione come una spesa 
energetica necessaria per far uscire l’anello D dalla 
sua conformazione preferenziale a forma di sedia e 
convertirlo in quella a mezza sedia. 


Abbiamo visto nel paragrafo 14.1F che un enzima: 


che catalizza una reazione mediante il legame prefe- 
renziale dello stato di transizione presenta di solito 
un’affinità più elevata per un inibitore che abbia una 
geometria strutturale simile allo stato di transizione 
di quella del substrato. L’analogo éè-lattone del 
(NAG): (Fig. 14.17) è un analogo dello stato di tran- 
sizione del lisozima in quanto l’anello lattonico di que- 


sto composto ha una conformazione a mezza sedia 


che è geometricamente simile a quella dello stato di 
transizione (lo ione ossonio) proposto per l’anello D 
del substrato. Studi ai raggi X hanno poi dimostrato 
che questo inibitore si lega al lisozima ai sottositi 
A-B-C-D e che l’anello lattonico occupa il sottosito D 
in una conformazione a mezza sedia. 

[564] Vi sono ora numerose prove che indicano che 


la distorsione del substrato non ha una funzione si- . 


gnificativa nel meccanismo di catalisi del lisozima. 
Gli studi teorici di Michael Levitt e Arieh Warshel 
sul legame del substrato all’enzima hanno eviden- 
ziato che la proteina è troppo flessibile per distorcere 
meccanicamente l’anello D del substrato legato. Que- 
ste osservazioni suggeriscono anche che la stabiliz- 
zazione dello stato di transizione avviene mediante 
la spostamento da parte del substrato di numerose 
molecole di acqua dal sottosito D. L’eliminazione del- 
le molecole di acqua aumenta fortemente la capacità 


del gruppo carbossilico deprotonato dell’Asp 52 di 


stabilizzare elettrostaticamente lo ione ossonio dello 
stato di transizione. Questi studi arrivano a conclu- 
dere che una distorsione elettrostatica, piuttosto che 
sterica, è un fattore più importante per stabilizzare 
lo stato di transizione del lisozima. 

Altre informazioni sperimentali inerenti il mecca- 
nismo proposto da Phillips sono state ottenute da Na- 
than Sharon e da David Chipman i quali determina- 
rono le affinità di legame al sottosito D di alcuni sac- 
caridi confrontandole con le affinità di legame al li- 
sozima di diversi analoghi del substrato. L’inibitore 


NAG in forma lattonica si lega al sottosito D con affi- 


nità che è 9,2 kJ- mol”! più grande di quella del 


NAG normale. Questa entità corrisponde, secondo l’e- - 


quazione [13.18], ad un aumento della velocità della 
reazione catalizzata dal lisozima di circa 30 volte, co- 
me risultato dello stiramento sterico (ricordate che 
la differenza tra l’energia di legame di un analogo 
dello stato di transizione e quella del substrato è di- 


[565] [566] 


La catalisi enzimatica 423 
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rettamente correlata all'aumento della velocità del- 
l’enzima che deriva dal legame preferenziale dello 
stato di transizione). Ma questo incremento dovuto 
alla distorsione sterica è solo una piccola parte di quel- 
lo totale operato dal lisozima (circa 10 volte) e rap- 
presenta solo il 20% del AAGÈ: (paragrafo 13.1C). 
Inoltre, un residuo di N-acetilxilosammina 
(xyINAc), 


H  NHCOCH; 


N-acetilxilosammina 


che manca dell’impedimento sterico generato dal 
gruppo —C(6)H20H nel NAG e nel NAM, ha un’affi- 
nità di legame al sottosito D (—-3,8 kJ - mol-*! solo di 
poco superiore a quella del NAG (-—2,5 kJ- mol-1). 
Ricordiamo che il meccanismo di Phillips presume 
che siano le interferenze steriche generate dal grup- 
po —C(6)H,0H che promuovono la distorsione del- 
l’anello D. Le prove sperimentali non sono però in 
favore dell’ipotesi che la distorsione indotta enzima- 
ticamente dell’anello D del substrato sia un aspetto 
importante della catalisi del lisozima. Sembra proba- 
bile che l’anello D non assuma la conformazione a 
mezza sedia se non quando sia allo stato di transi- 
zione, nella forma di ione ossonio. Tenendo presenti 
le nostre ancora scarse cognizioni sulla energetica e 
sulla dinamica delle molecole proteiche, è possibile 
che il lisozima promuova la sua reazione portando 
l’anello D del substrato legato verso lo stato di transi- 


zione senza distorcerlo in modo significativo. In ogni 

caso, a parte il fatto che la stabilizzazione dello stato 

di transizione è probabilmente elettrostatica e non 

dovuta ad una distorsione sterica, il meccanismo pro- 
x posto da Phillips risulta essenzialmente corretto. 


3. LE SERINA PROTEASI 


[565 ] Il prossimo esempio di meccanismo enzimatico 
ci è fornito da una classe di enzimi proteolitici cono- 
sciuti come serina proteasi (Tabella 14.4). Questi en- 
zimi portano questo nome per il fatto che hanno un 
meccanismo catalitico comune che si basa su di un 
residuo di Ser particolarmente reattivo ed essenziale 
per la loro attività enzimatica. Le serina proteasi so- 
no forse la classe di enzimi meglio conosciuta; infatti 
sono circa 40 anni che vengono estensivamente stu- 
diate a livello cinetico e molecolare con sistemi chi- 
mici e fisici. In questo paragrafo analizzeremo le se- 
rina proteasi meglio caratterizzate, cioè la chimo- 
tripsina, la tripsina e l’elastasi. Vedremo anche 
come questi tre enzimi, che sono sintetizzati in for- 
me inattive, vengono attivati fisiologicamente. 


A. Cinetica e gruppi catalitici 


[566 ] La chimotripsina, la tripsina e l’elastasi sono en- 
zimi digestivi che vengono sintetizzati negli acini 
pancreatici (Fig. 1.10c) e secreti attraverso il dotto 
pancreatico nel duodeno (la parte superiore dell’inte- 
stino tenue). Tutti e tre gli enzimi catalizzano l’idro- 


Funzione 


-———@—@—@—@—@—_—@— E‘ /GiÈS*@*I*DGd@EIIESESSEE:- id E 


Fonte 
Tripsina Pancreas 
Chimotripsina Pancreas 
Elastasi Pancreas 


Trombina 
Plasmina 
Callicreina 


Siero di vertebrati 
Siero di vertebrati 
Sangue e tessuti 

C1 del complemento Siero 

Proteasi acrosomiale Acrosoma di sperma 
Proteasi lisosomiale Cellule animali 
Cocoonasi Larve di falena 
Proteasi a-litica . Bacillus sorangium 
Proteasi A e B Streptomyces griseus 
Subtilisina Bacillus subtilis 


Digestione di proteine 

Digestione di proteine 

Digestione di proteine 

Coagulazione del sangue 

Dissoluzione dei coaguli 

Controllo del flusso del sangue 

Lisi cellulare nella risposta immunitaria 
Penetrazione nell’ovulo 

Turnover di proteine cellulari 
Dissoluzione del bozzolo dopo la metamorfosi 
Probabilmente digestione 
Probabilmente digestione 
Probabilmente digestione 


=_d.u_r__iecguì (ee a ii Giga o eV co a risa ii a 


Fonte: Stroup, R.M., Sci. Am., 231, (1), p. 86, 1974. 
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426 Capitolo 14 
Chimotripsina Chimotripsina 
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Figura 14.19 La reazione del TPCK con l’His 57 della chimotripsina. 


poiché questo composto contiene un residuo di feni- 
lalanina (uno dei residui preferiti dalla chimotripsi- 
na; Tabella 6.2). Il gruppo clorometil chetone del 
TCPK legato al sito attivo è un potente agente alchi- 
lante; esso reagisce soltanto con l’His 57 (Fig. 14.19) 
inattivando l’enzima. La reazione del TPCK viene im- 
pedita dal £-fenilpropionato 


CHoy— CH,— C00° 
8-fenilpropionato 


un inibitore competitivo della chimotripsina che pro- 
babilmente compete con il TPCK per il legame al sito 
attivo. La reazione del TPCK non avviene anche in 
presenza di urea 8M, un agente denaturante, oppu- 
re con la DIP-chimotripsina, in cui il sito attivo è già 
occupato e bloccato. Queste osservazioni conferma- 
no quindi che l’His 57 è un residuo essenziale del sito 
attivo della chimotripsina. 


B. Struttura ai raggi X 


[571]La chimotripsina bovina, la tripsina bovina e 
l’elastasi porcina sono enzimi strettamente omologhi: 
le strutture primarie di questi enzimi monomerici 
contenenti circa 240 residui amminoacidici sono iden- 
tiche per il 40% e le loro sequenze interne sono an- 
cora più simili (in confronto le catene a e f dell’emo- 
globina umana hanno un’omologia di sequenza pari 
al 44%). Tutti questi enzimi hanno una Ser attiva e 
una His cataliticamente essenziale, oltre a meccani- 
smi cinetici molto simili. Non è quindi sorprendente 
che queste proteine risultino simili anche all’analisi 
della loro diffrazione dei raggi X. 

Per confrontare nel modo migliore le strutture di 
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questi tre enzimi digestivi, è stato utilizzato lo stesso 
schema di numerazione degli amminoacidi. La chi- 
motripsina bovina viene sintetizzata sotto forma di 
precursore inattivo contenente 245 residui, chiama- 
to chimotripsinogeno, che viene poi convertito pro- 
teoliticamente a chimotripsina (paragrafo 14.3E). La 
numerazione dei residui amminoacidici nella chimo- 
tripsina, nella tripsina e nell’elastasi sarà quella dei 
corrispondenti residui nel chimotripsinogeno bovino. 

La struttura ai raggi X della chimotripsina bovina 
fu determinata da David Blow nel 1967, seguita dalla 
determinazione di quelle della tripsina bovina (Fig. 
14.20) da parte di Robert Stroud e Richard Dickerson 
e dell’elastasi porcina da parte di David Shotton e 
Herman Watson. Tutte e tre le proteine sono ripie- 
gate in due domini, i quali contengono estese regioni 
in f-struttura antiparallela organizzate in strutture 
a barile; le regioni in a-elica sono molto limitate. I 
residui cataliticamente essenziali His 57 e Ser 195 so- 
no localizzati nel sito che lega il substrato insieme 
ad un altro residuo invariante (in tutte le serina pro- 
teasi), l’Asp 102, che è immerso in-una tasca inacces- 
sibile al solvente. Questi tre residui formano una co- 
stellazione collegata da legami idrogeno chiamata 
triade catalitica (Figg. 14.20 e 14.21). 


La specificità può essere spiegata strutturalmente 


[572 ]La struttura ai raggi X dei tre enzimi sopra 
menzionati ci spiega anche la base della diversa spe- 
cificità di substrato che esiste tra loro (Tabella 6.2): 


1. Nella chimotripsina, la grossa catena laterale idro- 
fobica del residuo preferito (Phe, Trp, o Tyr) che 
fornisce il gruppo carbonilico del legame peptidi- 
co suscettibile si adatta comodamente in una ta- 
sca idrofobica simile a una fenditura localizzata 
nelle vicinanze dei gruppi catalitici. 

2. Nella tripsina, il residuo corrispondente alla Ser 
189 della chimotripsina è un residuo anionico di 
Asp. Le catene laterali cationiche dei residui pre- 
feriti dalla tripsina (Arg e Lys) possono formare 
quindi un appaiamento ionico con l’Asp. La parte 
rimanente del sito di specificità è identico a quel- 
lo della chimotripsina e può quindi permettere 
l'ingresso delle grandi catene laterali della Lys e 
dell’Arg. 

3. L’elastasi è chiamata in questo modo perché idro- 
lizza rapidamente la proteina elastina ricca in Ala, 
Gly e Val praticamente indigeribile in altro modo 
(la struttura dell’elastina è discussa nel paragrafo 
7.2D). La tasca di legame dell’elastasi è in gran 
parte occupata dalle catene laterali di un residuo 
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Figura 14.20 Struttura ai raggi X della tripsina bovina. (a) Una rappre- 
sentazione schematica del complesso dell'enzima con un substrato 
polipeptidico in cui la catena laterale di una Lys occupa la tasca di 
specificità (zona punteggiata). Nel disegno è riportato lo scheletro 
di C, dell'enzima, i ponti disolfuro e le catene laterali dei residui 
della triade catalitica, Ser 195, His 57 e Asp 102. Il sito attivo della 
chimotripsina e dell’elastasi contiene una triade catalitica organizzata 
Strutturalmente nello stesso modo. (Copyright © Irving Geis.) (b) Rap- 
presentazione ottenuta al computer che mostra la superficie della trip- 
sina (in blu) sovrapposta al suo scheletro carbonioso (viola). Le cate- 
ne laterali dei residui della triade catalitica sono in verde. Le rappre- 
sentazioni in (a) e in (b) hanno lo stesso orientamento. (Per gentile 
concessione di Arthur Olson, Research Institute of Scripps Clinic.) 
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430 Capitolo 14 


HoC 
2 vc N Ser 
Sp---HTN! 195 
3 
\es CH, 
Sa / 
l H o Intermedio 
R| Vi acil-enzima 
N (9; 
£ iN 


Il gruppo amminico che si viene a formare (R’NHa, 
il nuovo ammino-terminale della catena polipeptidi- 
ca rotta) viene rilasciato dall’enzima e sostituito con 
una molecola di acqua presa dal solvente. L’interme- 
dio acilenzima è molto instabile all’idrolisi a causa 
delle stesse proprietà catalitiche dell’enzima (vedi più 
avanti). È stata però evidenziata la struttura ai raggi 
X dell’intermedio acil-enzima dell’elastasi stabilizzan- 
do l’intermedio a una temperatura di — 55 °C, a cui 
la velocità della reazione enzimatica è alcuni ordini 
di grandezza più lenta. 


La tappa di deacilazione 


[s77]La deacilazione avviene con un meccanismo in- 
verso a quello di formazione dell’intermedio, produ- 
cendo il rilascio dall’enzima del gruppo carbossilico 
{il nuovo gruppo carbossi-terminale del secondo pro- 
dotto) e la concomitante rigenerazione dell'enzima 
libero (vedi formula a destra, in alto): 


[577]{[578][579] 
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In questo processo è l’acqua il nucleofilo che attacca 
e la Ser 195 è il gruppo che se ne va. 


D. Valutazione del meccanismo catalitico 


[3878]La formulazione del modello che abbiamo di- 
scusso in precedenza per la catalisi delle serina pro- 
teasi ha impegnato numerosi ricercatori per dimo- 
strare la sua validità. In questo paragrafo vedremo 
alcune di queste ricerche. 


L’intermedio tetraedrico è presente 
nel complesso tripsina-inibitore della tripsina 


[579 ]La prova strutturale più convincente dell’esi- 
stenza dell’intermedio covalente è stata ottenuta da 
Robert Huber mediante studi sul complesso tra la trip- 
sina e l’inibitore della tripsina di pancreas bovi- 
no (BPTI). Il BPTI è una proteina di 58 residui, la 
cui struttura tridimensionale è stata esaminata nel 
paragrafo 8.1B, che si lega selettivamente alla tripsi- 


na inattivandola. Questa interazione serve a preveni- 


[580] 
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re qualunque azione digestiva dannosa della tripsina 
che venga prematuramente attivata nel pancreas (pa- 
ragrafo 14.3E). Il BPTI si lega alla regione del sito 
attivo della tripsina formando un’interfaccia molto 
compatta contenente un complesso reticolo di lega- 
mi idrogeno. Questo complesso ha una costante di 
associazione di 10!5m!, il valore più elevato mai os- 
servato per un’interazione proteina-proteina. Questo 
fatto ci dice quanto sia importante la funzione del 
BPTI. 

La porzione del BPTI in contatto con il sito attivo 
della tripsina ricorda il substrato legato. La catena 
laterale della Lys 151 del BPTI (la I che segue il nu- 
mero del residuo serve a differenziare gli amminoa- 
cidi dell’inibitore da quelli della tripsina) occupa la 
tasca di specificità della tripsina (Fig. 14.230) e il le- 
game peptidico tra la Lys 151 e Ala 161 è nella stessa 


Ser 195 


A 
O Alal6I 
Oo: Cao 
I T@ 
zano Sg 
(b) Lys 15I 


Figura 14.23 Il complesso tripsina-BPTI. (a) La struttura ai raggi X 
mostra in questa sezione generata al computer come il BPTI si lega 
alla tripsina. La protrusione in verde che si estende nella cavità in 
fosso vicino nel centro del disegno rappresenta la catena laterale del- 
la Lys 151 che occupa la tasca della specificità della tripsina. Notate 
la complementarietà di queste due proteine. (Per gentile concessione 
di Michael Connolly, New York University.) (b) La Ser 195 della trip- 
sina, la Ser attiva, forma contatti di van der Waals molto stretti con 
il carbonio carbonilico del legame suscettibile del BPTI, che ha una 
configurazione piramidale distorta verso la Ser 195. La reazione pro- 
teolitica normale viene arrestata in un qualche punto lungo la coordi- 
Nata di reazione tra il complesso di Michaelis e l’intermedio tetraedrico. 


posizione del legame peptidico suscettibile del sub- 
strato (Fig. 14.23b). Ciò che è più rimarchevole in 
questa struttura è il fatto che il sito attivo nel com- 
plesso assume una conformazione ben avanti nella 
coordinata di reazione, verso l’intermedio tetraedri- 
co: l’atomo di ossigeno della catena laterale della Ser 
195 della tripsina, la Ser attiva, forma un contatto 
di van der Waals molto stretto (2,6 À) con l’atomo 
di carbonio carbonilico, con struttura piramidale di- 
storta, del legame peptidico «suscettibile» del BPTI. La 
reazione proteolitica non può procedere oltre questo 
punto lungo la coordinata di reazione per la rigidità 
del complesso sul sito attivo e per la sua compattezza 
che non consente il rilascio di nessun gruppo e l’in- 
gresso di una molecola di acqua nel centro di reazione. 


Gli inibitori delle proteasi sono piuttosto comuni in na- 
tura, dove svolgono funzioni di protezione e di regola- 
zione. Per esempio, alcune piante rilasciano inibitori 
di proteasi in risposta alla puntura o al morso di un 
insetto; ciò causa l’inattivazione degli enzimi proteoli- 
tici digestivi dell’invasore, impedendogli di nutrirsi. Gli 
inibitori delle proteasi costituiscono circa il 10% delle 
quasi 200 proteine del siero sanguigno. L’înibitore di 
proteasi a1, che viene secreto dal fegato, inibisce l’e- 
lastasi dei leucociti (i leucociti sono un tipo di globu- 
li bianchi; l’elastasi dei leucociti prende parte ai pro- 
cessi infiammatori). Alcune varianti patologiche dell’i- 
nibitore delle proteasi a, sono associate all’enfisema 
polmonare, una malattia degenerativa del polmone 
dovuta all’idrolisi delle fibre elastiche. I fumatori pos- 
sono andare incontro ad una diminuzione dell’attività 
dell’inibitore a, per l’ossidazione del residuo di metio- 
nina presente nel suo sito attivo. La normale attività 
dell’inibitore non viene recuperata se non alcune ore 
dopo aver fumato una sigaretta. 


Le serina proteasi legano preferenzialmente 
lo stato di transizione 


[580 ] L’analisi comparativa della struttura ai raggi X 
di alcuni complessi serina proteasi-inibitore ha rive- 
lato le basi strutturali del meccanismo catalitico di 
questi enzimi (Fig. 14.24): 


1. La distorsione conformazionale che avviene con 
la formazione dell’intermedio tetraedrico deter- 
mina lo spostamento dell’ossigeno carbonilico del 
legame suscettibile più in basso nel sito attivo in 
modo da occupare una posizione vuota chiamata 
buco dell’ossianione. 

2. Ora si formano due legami idrogeno con l’enzima 
che non si possono generare quando il gruppo car- 
bonilico è nella sua conformazione trigonale nor- 
male. I due legami idrogeno, e i residui che li for- 
mano, furono scoperti per la prima volta da Kraut 
il quale osservò anche che essi occupavano le stesse 


tp eimuenb ejosord er ‘(41 Ip 0 S1v Ip mpisai odop 
aduio1 euIsdr1) e] aYI 2JEpi0o11) EuIsdLI) E[[ap ayouE 
SUOTZE,ITE Pfiqisuas 0}IS UN 2 SUOIZEAINE.[[e ELIod ayo 
BIMPOI TP ONS TI FYIIOA ‘AEUTUIIS]-OUTUTTIE SUICI IT 
9II ONPIsaI I EY suo cATHE euzua un opusosnposd 
‘91 all 3 ST SAT Mpisal I BI} auomne 0uaFouIsdII) 
[®p suorzenIze [pe eLIod ago eonmfoazo1d empo1 ET 
(671 ‘Si3) cAINe BunZua,] opueurio; ouaSowisdiz) 
[®p sfeutunIa-ouTUUITE auoISaI efrep apudadesa un 09 
“Toads opow ur aronwiLi ‘omaponp [ap esoonui erep 
ATEUOULIO O][O.1}U07 0}}0s E}a.Ivas ISE9JOIÀ eutIAs eun 
‘Gseumppo19)u9 sUISLIO Ul eretto) IsSepridador9) 
-u3,] ‘oUaponp fe seasoued [ep essed ousSowIsdi1) pr 
opuenb adde} anp e 0ssav01d un ui ausmne ‘emsdrn 
EJ[ap cussounz 0] ‘ovaSomIsd—I) [op sUoIZEAME/T [ 885] 


euwiIscdiz], 


*‘OWUIsTUessaUI ajuondas JI 2Juerpaui a]jeAt}e ou 
-0Sua24 ISEJSE]a] è euIisdIOWITYO e] ‘euIsdLO eT[#85] 


ajuawreosrgewone s]jeag]je cuoduaA 
Isea}zo.1d euros 37 


‘epopuerg8 eisonb ep mmopord unsasip 
TUITZUI ISSp suorzeate emieursid el[ep ejezziIo] 
“-yeeo 2 ‘seaoued Jop IUMEI] E EIMAOP a[eleI EIOATEI 
auorzipuoo eun ‘eImoe appeasoued el ‘opuezziza] 
“Us OMUe]s I] aYo Hnssa) 1 suLioStip 0.19gga.od ‘ame 
SUI1I0] 010] 9][9U 3JUSWIP}]9.JITp NEZZIza]uIs 019SS0} [WI 
“zu Hsanb os e ergo 2 010 Ip suorSea E] misasIp nu 
<IZua I[S9p oseo [PN ‘(runzuaoad neuretgo cuofusA 
aJoua8 ul Iopewrnrzua LIosmoald 1) ruadounz 309 
TIntosouco IATEUT LIOsIMIaId IpueiS 2U109 HEezzI]a] 
-Ursorq oxIos tp cuosuzA PHIO2]O1d rUIZUI 75) [ 85 ] 


IU9B0WI7 ‘3 


*(ereLiodLIi BIODUE EJeIS 2 UO II ISEp 
-ndadissoqureo €] a Ised] a]sanb e} o]erffeniap 0]u0I] 
«09 Un) IsSEs]OId eutIas a] a sedi] ajsanb e azuers 
“uros ale ayood uaq quad ouos 1 ‘II IsSepydadissog 
-IBO BULIOS Eau ouEjuasaId IS MO U09 SUTp.Io 08S9]S 
o] Borpnidadgod eua;eo eu ouuey dsy a sIiH ‘19S 
TP Mpisal I pa BONITElEo speri) eun CAIN}E 0}S 0.10] 
[ou ouoSuszto) Murzua Hsonb agoue aYI 0}eIIsouITp 
EU 129 400NJ 08UM3 [ep Ie] a oueum seadoued 
Tep erejosi eum ‘(1102 o;e1Sered ‘foansastp euwIzua un) 
ISEdI] 0[0.199TSINELI] anp Tp X ISSEI re empnags el 

*00HeWIZzua 
OTIISTUTEIISUI 0SS9]S 0] (ezuaSI9A 09) aus Spusdip 


CEE DINDUIZUA 1810302 DT 


-UT OINJOA2 OUUEWY 3UYI ISEAZOIÀ EULIAS IP ASSE]o EZIa] 
eun ppumb ezuasasddei 11 Isepndadissoqueo eutIas ET 
‘@SFI St) 1982301d eutIas [fap oT[anb ep osIaAIp 2} 
-u9WIE]a]du1o9 0ITNTE]eO OTUSTUEIIITI UM BY AYI (VEIL 
‘S13) y Isepudadissoqueo erpanb e apus 2}uaw9]usp 
-u9IdI0s 2 pa EUISITQns E[[9p 0 eUISALOWITYI Ep el 
<-anb ep essonrp apuaurejafduroo qrad 3 II ISEpudadis 
-Soqueo BULIAS E[[op muawreSardtI r9p erS0]odo] eT ‘e) 
-0U BIMPNIjs U09 ISEA]O.IC EULIOS al[op gonIezeo aper 
eT[e opus 0}jow1 3 aTerzeds 2uorzagui]sip Ma E] ‘g££ 
dsy a £6£ SIH ‘971 J9S MPISsaI Tep EIM}NSoI EINE] 
“29 ApeLi) EUN SUSIjuoI CAH]E 0}S ONS JI SUI O]E[SALI 
ey oueIs [op eosnio Er[ep epeisa II ISEpndadissoq 
-IB9 BULISS EP X ISSEI re empynas ET ‘STH IP Mp 
«IsaI Jod rigioads quasesi ep a (IdIC) 0I0n]pozxsoJpnid 
-01dostp ep aUorzeAnzeuI,] auI0I aUnNUI0I UI E}oLid 
“o1d sumoTe ouTEY ew ‘euIsImiqns e] a euIsdILILO TITO 
E] 9UI09 ISES}OId PuLIAS a[[op emarure] e] uod ezuanb 
-9s Ip aISojowro 1Ie[oon.Ied cuTEY uou ‘omon ] osaId 
“uoo ‘Lioriadns rusmueSso 15ap a1red 101552w erpou 
nuesazd rurzua ‘sepodadissoqureo euLios 37 | 785] 


COHI]Eleo speri) e[ap 2uorzn]oa9,1 


*DI0ZZ1]OIVI IUOIZDIL D]IP SUONZISUVII IP 
03018 0]9p aprizuasafosd uva] pr 1pumb 3 vuSdLII 
-0U1YI DIP DINTOIVI OZUNIASA,]]0 23uSULIOLSSOVU'L 3IS 
-INQuquoI 2YI 019) ‘(Oe.19UIS BIISEG-OPIOE ISITETED) UO] 
-o1d 1 19d ejodder} ep a 3]u0] ep ajuawreAneuI9]|e eu 
-OTZUNz PONITEJEO Speri) e] qua ]UAPprag ‘NOA gr0I 
Boo e Led ojuawume un sonpold cApeu eunzua ] 
aljuawi ‘erezzipezeo uou efjonb Ip ejenoja nd 23]oA 
90TXZ 2 PIEZZI[EIBO FUOIZEII ET[AP RHOO]IA EI :9.10) 
-EZZIje}eo UOnq um EIOOUE 3 YI ETUTZU UN aUIHo IS 


- “HO 


to ato + 


I 


tu 


i 


YI iNTH 


HO 
Ie 
SH 


0737guogpus 
auozuegoIInI-d-[139 N 


N 
N°O + Pa 
tt iN-H 
“HO 
é 
stH 


Es] 
(©) 
| 
î 
P9/01--1@) 


s-2£901-80-99 © 


‘o}euoyms auazuagogru-d-p]aw uo9 eUIS 
-drI}owmyo eap cjuatue NEI) JI ejuerpawur) SIH.II9P Bo 
“10ods aUorze [au UN Tp 0}}3JJa Jad BOINTEJEO aper) 
ET[®P SUOIZE.] OPUEII0]q ‘MIEFUI “ESTN[EIEO ApeLi) E[ U0I 
TUOIZEJS]UI ajuerpaui FuorzezziIe[od eun ep o[tj0a]9 
“nu euro EreAnE eSusA SEI I9S E] ayo apiqeqoidun 
BIQUISS "(AINN.ITE SUITUII] TOI 0}EIMSIVI ‘/, BOSIO IP 
yd) 5S SIH.ITPP 2J0I85ew1 0}jou1 1u0]oI1d 1 1ad enu 
-e,um eY (ST = yd) opissoore suor cun oquenb ur apigrs 
. «sodumn eimsri cwIsTUEdIaTI 0]sanb ago osasduico IO 
| quad 9 IS “Aefa.I è goLIEI Ip ewIAISIS aUISIIO UL eJewI 
-21YO IPUMb bI9 BIIMITEIEI Speri ET ‘GGI J9S EITE Le 
STH.I9P IDLISUIOME] IQUIESS S}UEIPIUI EILISISEI) OqqII 
-I9A OT dsv.I1®p eoruorue eoImeo E] 0ssav0sd 03sanb ul 


«ABJOI ® CILIBI YP_ BUIIISIG® 


O-:-H 
tuo” NS 
\u_ ATO, 
SEI tc N- Vi ) 
IPS YYO°H 
HO (6) 


“Ho —\ 
Vik eo 9 
S6I Èù N 5 
198 F SH 


*-_0°HD ‘05mijoaponu 2)u2w1e:[e pio] 
. “Bo]e auoI cun UI HOH? 0omTIospnu a7uawuogap od 
-dn38 ons fi opuajianuoo ‘GET 195 Elpep auo}o1d un 2} 
“UaWre]jo Tp aLIe.Ip}os assajod 701 dsy [ep erezziie]od 
-. LS STH.JI9P 9[2I9]e] ua ]eo E] au 0}emisod eAmIaA 0} 
- -uawos.IE 0}sanb ns neorqgnd LIoAE] ruid 19N [ 785] 


EIII[e}ed aper) e[jop dUOIzunz ET 


*eUIIZuUa, [[9p SUOIZISUEI) IP 0]EJS O][ap 
. OBojeue un apuai 0] 349 ‘o;soduroo o]sanb Ip co1103S 
‘ +0} oddni8 [ap eoLIpserio) eumpnajs e[[au e3s IdIC Te 
IsE2]0.Id euLIOs a][ap enpigisuas apuers el[ap auorsei 
BI ‘MIEFuI ‘Iseajo1d euLIas a[[ap BOHIEIBO eZUaoHJa] 
‘ «Jap apigesuodsa1 aLred ue15 ur a cUawIOU3] 0ISaNt) 


‘DUNZUI-p190 01paui 


<427U1,]]2U 9YI SUIDYNY 1) OSSA]AUOI ]IU DIS 1911P 
«304191 1P3uLI9zUI FZUSUVIZUILIf91d 082] VUNZUI,] 


| S-8£S01-20-88 


‘ezuonfasuoo Ig ‘otiqn:oosns awess] pi apesard 
9UI ONPISaI [ap a]uefeaco 01]}a[ayos ox[°p HN od 
-dnu5 pr a eunzua ] 21) ouaSoIp1 sureSa] um rp au 
-OIZEUIIO] |] ajouniad eorIpoti]a] SUOISIOISIP ET *£ 
*TIIUMIS 3a WA] euoIz 
-UNj EI ‘Me[a.1I00 UOU 2}UaWIfe.IMimnI]s TUTZua IS 
-anb rp une nIs 1 aIm.1]s09 e ajuasiaA oo aUoIzni 
-ona,Un Ejels asso] ayo essaumaId efms Isopueseq 
auoIuErsso {ap cInq [ep ezualsIsa,] asodord 157 
*eUIsIigns erjou a euIsdII}OWITYO eau ruorzisod 


(zL6L ‘697 ‘d ‘LL ‘Ansiwayzolrg “I'd ‘X095 
“IM 2 ‘Gf ‘1304 “[ (iva “ff J0DIIIg “VV ‘NI “C'[ ‘SN1I38ON 
:8]U0j) ‘0914p3esja} 0Ipauiajui,j Qjuawijerzualajald Ipuinb oueSsj 1s 
-2a]01d BUS 3] ‘£61 4jD e] 05 ‘afigissodwi nuawIlIe ‘ouaSo1pi sui 
-e8a| UN aJeLJo) Ip ajigipoosns ojjanb apadald aUY> 02Iprided aes] 
{BP HN 0ddn:3 je a}uasuo> a|eUoIZELLIO]U09 2UOISIO:SIP JuanFasuoo 
E] ‘S61 495 a €61 A[D INpisa! Jap 01]9[auIs 0[[ap HN Iddnu8 | uo5 
ou2801pi iueSa| aseuio; Qnd ipuinb 3 suoiueIsso,]jap C3Nq jeu en 
-Ua (AUOIUEISSO,|) Ajigima>sns auseSa| jap ODIjiUogIEI OUA!SSO,] ODUp 
-22.]a) OIpauLiz]UI,jjaN (9) ‘(2451U/S e 0}]e UI) suoIUeIsso,]jap CDNq.|jep 
O}EGINISIP 3]USUU[EUOIZELUIO}U09 SUZIA ajigmazsns cDIpidad aurea] 
BP ODIJIUOQUEI OIUOGIEI ]I SIAEYIIN IP OSSAjdwio> [en (e) :1sea]01d 
BUlJas ajjau SUOIZISUPI) IP 0]2)S 0[jBp SUOIZEZZI[IGRIS pZ'pL eIndiy 


(2?) 


BI OndDI ZE 


434 Capitolo 14 


iL na 


[586][587][588] 


» 10 15° 16 . 
HgN— Val— (Asp)a— Lys— He Val— --- 
Tripsinogeno 


Enteropeptidasi o 
tripsina 


+ 
HgN—- Val (Asp)4_ Lys + IHle—Val— --- 


Tripsina 


Chimotripsinogeno 
(inattivo) 


x-Chimotripsina 
(attiva) 


e-Chimotripsina 
(attiva) 


tripsina attiva prodotta dall’enteropeptidasi genera 
poi altra tripsina attiva e così via; l’attivazione del 
tripsinogeno è quindi un processo autocatalitico. 


Chimotripsina 


[586 ] Il chimotripsinogeno viene attivato dalla speci- 
fica rottura triptica del legame peptidico Arg 15—Ile 
16, formando la r-chimotripsina (Fig. 14.26). La 
t-chimotripsina subisce un altro processo di autolisi 
(autodigestione) che determina il distacco di due di- 
peptidi, Ser 14-Arg 15 e Thr 147-Asn 148, producen- 
do la forma ugualmente attiva di a-chimotripsina 
(chiamata d’ora in avanti semplicemente chimotrip- 
sina). Il significato biochimico di quest’ultimo pro- 
x cesso è ancora sconosciuto. 
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< Figura 14.25 L'attivazione del tripsinogeno per formare la tripsina 


avviene mediante la rimozione proteolitica dell’esapeptide N-terminale, 
catalizzata dalla enteropeptidasi e dalla stessa tripsina. La numerazio- 
ne usata nella figura è quella del chimotripsinogeno, cioè la Val 10 
è in effetti l’N-terminale del tripsinogeno e l’ile 16 è I’N-terminale 
della tripsina. 


Figura 14.26 L'attivazione del chimotripsinogeno mediante rottura 
proteolitica. La 7-chimotripsina e la a-chimotripsina sono enzimatica- 
mente attive. 


petusi 


Chimotripsina 


Ser Arg 


Elastasi 


[587 ] La proelastasi, lo zimogeno dell’elastasi, vie- 
ne attivato in modo simile al chimotripsinogeno da 
una singola rottura triptica che rimuove un piccolo 
peptide ammino-terminale. 


Strategie biochimiche che impediscono 
l’attivazione prematura degli zimogeni 


[588 ] La tripsina attiva le procarbossipeptidasi A 
e B e la profosfolipasi A, (l’azione della fosfolipasi 
A è riportata nel paragrafo 23.1), come pure le se- 
rina proteasi pancreatiche. L’attivazione prematura 
della tripsina può, di conseguenza, innescare una se- 
rie di eventi che possono portare all’autodigestione 
del pancreas. La natura ha però sviluppato un elabo- 
rato meccanismo di difesa contro questa inappropriata 
attivazione della tripsina. Abbiamo già visto (para- 


1969] 


La catalisi enzimatica 435 
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grafo 14.3D) che l’inibitore pancreatico della tripsina 
si lega praticamente irreversibilmente a qualsiasi mo- 
lecola di tripsina formata nel pancreas e la inattiva. 
Inoltre, l'attivazione del tripsinogeno catalizzata dal- 
la tripsina (Fig. 14.25) avviene abbastanza lentamen- 
te, forse a causa del numero insolitamente elevato 
di cariche negative presenti nell’esapeptide ammino- 
terminale, molto conservato nell’evoluzione, che re- 
spingono l’Asp nella tasca di specificità della tripsi- 
na. Infine, gli zimogeni pancreatici vengono conser- 
vati in vescicole intracellulari, chiamate granuli di 
zimogeno, le cui pareti membranose sono resistenti 
alla degradazione enzimatica. 


Gli zimogeni hanno siti attivi distorti 


[589] Come mai gli zimogeni della tripsina, della chi- 
motripsina e dell’elastasi, che hanno tutti i residui 
catalitici, non esprimono l’attività catalitica? La strut- 
tura rivelata ai raggi X sia del tripsinogeno che del 
chimotripsinogeno ha dimostrato che dopo attivazio- 
ne il residuo amminoterminale Ile 16 appena forma- 
to si sposta dalla superficie della proteina in una po- 
sizione più interna dove il suo gruppo amminico ca- 
tionico libero forma una coppia ionica con il residuo 
invariante anionico Asp 194 (Fig. 14.21). A parte que- 
sta modificazione, la struttura di questi zimogeni è 
molto simile a quella delle loro corrispondenti forme 
attive. Sorprendentemente questa somiglianza inclu- 
de anche la triade catalitica, un’osservazione che portò 
alla scoperta che questi zimogeni sono, in realtà, en- 
zimaticamente attivi, anche se a livelli molto bassi. 
Un attento confronto tra le strutture degli zimogeni 
e quelle delle corrispondenti forme enzimatiche atti- 
ve ha rivelato poi il motivo di questa bassa attività 
dei precursori: le tasche della specificità e i buchi de- 
gli ossianioni degli zimogeni non sono correttamente 
formati; per esempio, il gruppo amidico NH della Gly 
193 della chimotripsina punta in una direzione sba- 
gliata per formare un legame idrogeno con l’interme- 
dio tetraedrico (Fig. 14.24). Quindi la bassa efficienza 
catalitica degli zimogeni deriva dalla loro incapacità 
di legare produttivamente il substrato e di stabiliz- 
zare lo stato tetraedrico intermedio. Queste osserva- 
zioni forniscono ulteriori evidenze strutturali a favo- 
re della funzione del legame dello stato di transizio- 
ne nel meccanismo catalitico delle serina proteasi. 


4. LA GLUTATIONE REDUTTASI 


[590] sia il lisozima che le serina proteasi catalizzano 


reazioni idrolitiche. 

Al contrario, il terzo enzima che inizieremo ora ad 
analizzare, la glutatione reduttasi, catalizza una 
reazione di ossido-riduzione, un tipo di reazione par- 
ticolarmente importante nei processi metabolici. Ab- 
biamo scelto di studiare la glutatione reduttasi, che 
catalizza sequenzialmente alcuni processi di trasferi- 
mento di elettroni, in quanto essa è uno dei pochi 
enzimi in cui è stato chiarito il percorso seguito da- 
gli elettroni. 

La glutatione reduttasi è un enzima praticamente 
ubiqduitario che catalizza la riduzione NADPH- 
dipendente del glutatione ossidato (GSSG in for- 
ma di disolfuro) a glutatione ridotto (GSH): 


î î 
+ = 
HgN-CH-CHy- CHy_ C-NH- CH=©- NH CHi-000: 
Co0° CH 
è I 


i î CHo î 
+ : =£ 
HgN-CH-CH,_ CH, C-NH-CH-C-NH-CH,-C00 


Glutatione ossidato (GSSG) 


+ 
NADPH + H Glutatione 
NADPÌ reduttasi 
al 
sb te: 
2 HgN- pr CHo_ CH, C-NH- ia CH, C00 
COO7 CHo 


Glutatione ridotto (GSH) 
(y-L-glutamil-L-cisteinilglicina) 


(la struttura del NADP+ e del NADPH sono riporta- 
te nella Fig. 12.2). Questo processo produce un ecces- 
so di circa 100 volte di GSH (il rapporto tra GSH e 
GSSG è uguale a 100), il che consente al GSH di agire 
da agente riducente intracellulare (la termodinamica 
delle reazioni di ossido-riduzione è discussa nel pa- 
ragrafo 15.5). 

Per esempio, l’inattivazione della proteina (P) che ha 
gruppi SH liberi mediante la formazione ossidativa 
spontanea di disolfuri misti 


P_SH+P"—SH+1/20, ==P-S-S-P'+H:;0 


è resa reversibile dallo scambio di disolfuri con il GSH. 
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[594](595] 


(b) 


Figura 14.28 La struttura ai raggi X dell'enzima dimerico glutatione 
reduttasi vista lungo il doppio asse di simmetria. (a) Lo scheletro dei 
Cx con le due subunità mostrate con colori diversi. Gli atomi S del 
disolfuro «attivo» nelle reazioni redox sono rappresentati come sfere 
gialle e i gruppi prostetici FAD sono in arancio (i loro residui flavinici 
sono vicini ai disolfuri «attivi»). (Per gentile concessione di Arthur 
Olson, Research Institute of Scripps Clinic.) (6) Diagramma interpreta- 
tivo della parte (a) che mostra come ogni subunità è organizzata in 
cinque domini. Il dominio amminoterminale contenente 18 residui 
(linea tratteggiata) non è visibile nella struttura ai raggi X probabil- 
mente in quanto è legato flessibilmente al resto della proteina. Sono 
indicati i siti di legame per il NADPH, per il GSSG e per il FAD 
{non riportati nella parte a). Le due subunità sono covalentemente 
legate da un ponte disolfuro che attraversa il doppio asse di simme- 
tria. (Fonte: Pai, E.F. e ScHutz, G.E., /. Biol. Chem., 258, p. 1753, 
1983.) 
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Figura 14.29 Il ciclo catalitico della reazione della glutatione redutta- 
si. Il centro catalitico è circondato dalla proteina e così i siti di legame 
per il NADPH e per il GSSG sono in tasche profonde. (a) L'enzima 
ossidato E. La catena laterale fenolica della Tyr 197 blocca l’accesso 
del solvente all'anello flavinico. | residui con il suffisso «primo» sono 


sull'altra subunità. (b) Il complesso tra il NADP+ e l'enzima ridotto ‘ 


EH2. La catena laterale fenolica della Tyr 197 è stata allontanata dal- 
l'anello nicotinammidico. li disolfuro «attivo» nelle reazioni redox 
è stato rotto e si sono formati due gruppi tiolici su entrambe le Cys 
58 e 63. Quello sulla Cys 63 forma un complesso di trasferimento 
di carica con l'anello flavinico (linea tratteggiata). (c) L'enzima ridotto 
stabile EH». La Tyr 197 blocca ancora l’accesso al FAD, prevenendo 
l'ossidazione dell'enzima da parte dell'ossigeno. (d) Il complesso 
EH2_GSSG. (e) Il disolfuro misto tra il GSH | e la Cys 58 si'è forma- 
to mediante l'attacco della Cys 58 sul GSSG, producendo GSH Il, 
che è stato rilasciato. (f) Il gruppo tiolico della Cys 63 attacca il disol- 
furo misto riformando il disolfuro «attivo» nelle redox e rilasciando 
il GSH I. (Fonte: Douctas, K.T., Adv. Enzymol., 59, p. 150, 1987.) 


stessa (Fig. 14.30). Il sostituente H; dell’atomo pro- 
chiralico C(4) della nicotinamide ridotta, l’atomo di 
idrogeno che viene perso nella reazione della gluta- 
tione reduttasi, si viene a trovare vicino all’atomo 
N(5) della flavina, la posizione in cui possono entrare 
equivalenti riducenti durante la riduzione dell’anel- 
lo flavinico. Questa disposizione degli atomi nel cen- 
tro attivo è particolarmente significativo proprio alla 
luce del meccanismo catalitico che discuteremo tra 
poco. 


Il meccanismo catalitico 


[594 ] La struttura ai raggi X della proteina non rive- 
la la posizione degli atomi di idrogeno né è in grado 
di individuare il passaggio degli elettroni. La via di 
trasferimento degli elettroni nella reazione della glu- 
tatione reduttasi è stata ugualmente stabilita dall’a- 
nalisi della struttura ai raggi X di una serie di inter- 
medi stabili della reazione enzimatica, corroborata 
da una varietà di altri dati enzimologici (Fig. 14.29). 


Prima tappa del ciclo catalitico: 
ossidazione del NADPH 


1. Il NADPH si lega all’enzima ossidato E e imme- 
diatamente riduce la flavina formando NADP*. 
La risultante forma anionica della flavina 
(FADH”) ha una vita molto breve. Il ponte disol- 
furo «attivo» nelle redox tra i due residui di Cys 
58 e 63 giace tra il sito di legame per il GSSG e 
l’anello flavinico, a livello della faccia opposta a 
quella in contatto con l'anello nicotinamidico. Studi 
spettroscopici e con modelli chimici hanno sug- 
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GSH 


His 467° 
Glu 472' 


NADPH +H 1: 


Prima tappa: 
ossidazione 
del NAPDH 


Figura 14.30 Il complesso tra gli anelli flavinico (in nero) e nicotina- 
midico (in rosso), osservato nella struttura ai raggi X della glutatione 
reduttasi. I due composti planari eterociclici sono l'uno parallelo al- 
l’altro e così vicini da formare interazioni di van der Waals. La posi- 
zione dell'atomo S della Cys 63 sotto l'anello flavinico è indicata 
con un cerchio tratteggiato giallo. Anche questo atomo, che è un 
membro del disolfuro «attivo» nelle redox, forma contatti di van der 
Waals con l'anello flavinico. (Fonte: PAI, E.F. e ScHULZ, G.E., /. Biol. 
Chem., 253, p. 1755, 1983.) 


(e) E-S-S-G * GS 


(d) EH, sa 


La catalisi enzimatica 


GSH 


Seconda tappa: 
riduzione del 
glutatione 
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nel pancreas tripsina, chimotripsina ed elastasi han- 
no sequenza e strutture tra loro simili, ma hanno 
una diversa specificità per le catene laterali dei loro 
substrati. Tutti e tre gli enzimi possiedono nel sito 
attivo una triade catalitica costituita da Asp 102, His 
57 e Ser 195. La subtilisina, una serina proteasi evo- 
luzionariamente non correlata alle proteasi pancrea- 
tiche (è di origine batterica), ha essenzialmente la stes- 
sa geometria nel sito attivo. Il processo catalitico del- 
le serina proteasi viene iniziato da un attacco nucleo- 
filico della Ser attiva sull’atomo di carbonio carboni- 
lico del legame peptidico suscettibile, per formare un 
intermedio tetraedrico che rappresenta lo stato di tran- 
sizione. Questo intermedio tetraedrico, che viene sta- 
bilizzato mediante legame preferenziale al sito attivo 
dell’enzima, si decompone in un intermedio acil- 
enzima sotto l’azione della donazione di un protone 
da parte dell’His 57 polarizzata dall’Asp 102. Dopo 
la sostituzione del gruppo che esce con una molecola 
di solvente (acqua) il processo catalitico procede in sen- 
so inverso per formare il secondo prodotto e rigenera- 
re l’enzima libero. La coppia His 57 - Asp 102 funzio- 
na quindi da trasportatore di protoni. La Ser attiva 
non è insolitamente reattiva, ma è situata in modo 
ideale per produrre un attacco nucleofilico sul legame 
peptidico suscettibile attivato. La struttura ai raggi 
X del complesso tripsina-BPTI suggerisce l’esistenza 
di un intermedio tetraedrico. Le serina proteasi pan- 
creatiche vengono sintetizzate in forma di zimogeni 


BIBLIOGRAFIA 


Generale 


BeNDER, M.L., BERGERON, R.J. e KoMrvAMa, M., (1984), The 
bioorganic chemistry of the enzymatic catalysis, Wiley. 

FERSHT, A., (1985), Enzyme structure and mechanism, 2? 
ed., Freeman. Trad. it.: Struttura e meccanismi d’azio- 
ne degli enzimi, Zanichelli, 1989. 

HAMMES, G.G., (1982), Enzyme catalysis and regulation, 
Academic Press. 

JeNcKS, W.P., (1969), Catalysis in chemistry and enzymolo- 
&y, McGraw-Hill. 


Catalisi enzimatica 


BruUICE, T.C., (1970), Prorimity effects and enzyme cataly- 
sis, in BovER, P.D., (curatore), The enzymes, 3? ed., Vol. 
2, pp. 217-279, Academic Press. 

BruICE, T.C., (1976), «Some pertinent aspects of mechanism 
as determined with small molecules», Annu. Rev. Bio- 
chem., 45, pp. 331-373. 

JeNcKS, W.P., (1975), «Binding energy, specificity, and en- 


© 88-08-10538.5 


per prevenire l’autodigestione del pancreas. Il tripsi- 
nogeno viene attivato dalla rottura di un singolo le- 
game peptidico ad opera della enteropeptidasi. La trip- 
sina così formata attiva a sua volta lo stesso tripsi- 
nogeno oltre al chimotripsinogeno, alla proelastasi e 
ad altri enzimi digestivi pancreatici. La triade catali- 
tica del tripsinogeno è strutturalmente intatta. La bas- 
sa attività catalitica degli zimogeni deriva dalla di- 
storsione della tasca della specificità e del buco del- 
l’ossianione, così che il legame del substrato o dell’in- 
termedio tetraedrico non può essere produttivo. 
La glutatione reduttasi è un enzima contenente FAD 
praticamente ubiguitario che catalizza la riduzione 
del GSSG a GSH utilizzando il NADPH. La prima tap- 
pa di questa reazione è la formazione di un interme- 
dio stabile ridotto (dal trasferimento di due elettro- 
ni), EH.. La coppia di elettroni passa dall’anello ni- 
cotinamidico ridotto, attraverso l’anello flavinico po- 
sto parallelamente, al disolfuro «attivo» nelle redox 
dell’enzima. 
La fase successiva avviene mediante la formazione 
di un legame covalente tra l’atomo S della Cys 63 e 
l’atomo C(4) della flavina. Nella forma EM;, il grup: 
po tiolico della Cys 63 forma un complesso per il tra- 
sferimento di carica con l’anello flavinico ossidato. 
Nella seconda tappa della reazione della glutatione 
reduttasi, l’EH, reagisce con il GSSG, mediante una. 
reazione di scambio di disolfuri, per rigenerare la for- 
ma ossidata dell’enzima e 2 GSH. 


zymatic catalysis: the Circe effect», Adv. Enzymol., 43, 
pp. 219-410. n 

KIRSCH, J.F., (1973), «Mechanism of enzyme action», Annu. 
Rev. Biochem., 42, pp. 205-234. 

KRAUT, J., (1989), «How do enzymes work?», Science, 242, 
pp. 533-540. - 

LIENHARD, G.E., (1973), «Enzymatic catalysis and transition 
state theory», Science, 180, pp. 149-154. 

Liescom8, W.N., (1982), «Acceleration of reactions by en- 
zymes», Acc. Chem. Res., 15, pp. 232-238. 

LiescomB, W.N., (1983), «Structure and catalysis of enzy- 
mes», Annu. Rev. Biochem., 52, pp. 17-34. 

Lotus, E. e Persko, G.A., (1990), «Transition-state analogues 
in protein crystallography: probes of structural source of 
enzyme catalysis», Annu. Rev. Biochem., 59, pp. 597-630. 

MIDvan, A.S., (1970), Metals in enzyme catalysis, in BOYER, 
P.D., (curatore), The enzymes, 3? ed., Vol. 2, pp. 446-536, 
Academic Press. 

Pace, M.I., (1977), «Entropy, binding energy, and enzymes 
catalysis», Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 16, pp. 449-459. 

WOLFENDEN, R., (1972), «Analogue approaches to structure 


of the transition state in enzyme reactions», Acc. Chem. 
Res., 5, PP. 10-18. 


Lisozima 

BepDELL, C.R., BLAKE, C.C.F. e OATLEY, S.J., (1975), «An X- 
ray study of the structure and binding properties of 
iodine-inactivated lysozyme», J. Mol. Biol., 97, pp. 
643-654. 

BLAKE, C.C.F., IOHNSON, L.N., MAIR, G.A., NORTH, A.C.T., 
PuicIps, D.C. e SARMA, V.R., (1967), «Crystallographic 
studies of the activity of hen egg-white lysozyme», Proc. 
R. Soc. London Ser., B, 167, pp. 378-388. 

Curpman, D.M. e SHARON N., (1969), «Mechanism of lysozy- 
me action», Science, 165, pp. 454-465. 

Forp, L.O., JOHNSON, L.N., MACHIN, P.A., PHILLIPS, D.C. e 
Tyan, R., (1974), «Crystal structure of a lysozyme- 
tetrasaccharide lactone complex», J. Mol. Biol., 88, pp. 
349-371. 

ImoTo, T., JOHNSON, L.N., NORTH, A.C.T. e RuPLEY, J.A., 
(1972), Vertebrate lysozymes, in BovER, P.D., (curatore), 
The enzymes, 3? ed., Vol. 7, pp. 665-868, Academic Press. 
Un’esauriente raccolta di lavori. 

KeLLy, J.A., SIELECKI, A.R., Svges, B.D., JAMES, M.N. e Pu 
ups, D.C., (1970), «X-ray crystallography of the binding 
of the bacterial cell wall trisaccharide NAM-NAG-NAM 
to lysozyme», Nature, 282, pp. 875-878. 

Krrsy, AJ., (1987), «Mechanism and stereoelectronic effects 
in the lysozyme reaction», CRC Crit. Rev. Biochem., 22, 
pp. 283-315. 

PARSONS, S.M. e RAFTERY, M.A., (1969), «The identification 
of the aspartic acid 52 as being critical to lysozyme ac- 
tivity», Biochemistry, 8, pp. 4199-4205. 

PwILuPSs, D.C., (1966), «The three-dimensional structure of 
an enzyme molecule», Sci. Am., 215, (5), p. 75-80. 
Un articolo straordinariamente illustrato sulla struttu- 
ra e sul meccanismo del lisozima. 

SECEMSKI, I.I., LEHER, S.S. e LIENHARD, G.E., (1972), «A tran- 
sition state analogue for lysozyme», J. Biol. Chem., 247, 
pp. 4740-4748. 

Studi di legame del derivato lattone del (NAG),. 

ScHiNDER, M., Assar, Y., SHARON, N. e CHAPMAN, D.M., 
(1977), «Mechanism of lysozyme catalysis: role of ground- 
state strain in subsite D in hen egg-white and human 
lysozymes», Biochemistry, 16, pp. 423-431. 

Sono riportati i risultati sperimentali che indicano che 
la catalisi del lisozima non avviene mediante distorsio- 
ne dell’anello D. 

WARSHEL, A. e LEVITT, M., (1976), «Theoretical studies of 
enzymatic reactions; dielettric, electrostatic and steric 
stabilization of the carbonium ion in the reaction of 
lysozyme», J. Mol. Biol., 103, pp. 227-249. 
Indicazioni teoriche in favore di una catalisi è elettro- 
statica e non per distorsione sterica del lisozima. 


Serina proteasi 


BLOW, D.M., (1976), «Structure and mechanism of chymo- 
trypsin«, Acc. Chem. Res., 9, pp. 145-152. 

BoveR, P.D., (curatore), (1971), The enzymes, Vol. 3, 3? ed., 
Academic Press. 
Contiene recensioni su molte serina proteasi. 

BraDy, L., BROZOZOWSKI, A.M., DEREWEENDA, Z.S., DODSON, 
E., Donson, G., TOLLEY, S., TUKENBURG, J.P., CHRISIANSEN, 
L., HUGE-JENSEN, B., NORSKOV, L., THIM, L. e MENGE, U., 


SA PERE UA 


La catalisi enzimatica 443 


(1990), «A serine protease triad forms the catalytic cen- 
tre of a triacylglycerol lipase», Nature, 343, pp. 767-770. 
HUBER, R. e BODE, W.., (1978), «Structural basis of the activation 
and action of trypsin», Acc. Chem. Res., 11, pp. 114-122. 
JAMES, M.N., SIELECKI, A.R., BRAYER, G.D., DELBAERE, L.T.J. 
e BAUER, C.A., (1980), «Structure of product and inhibi- 
tor complexes of Streptomyces griseus protease A at 
1.8 A resolution», J. Mol. Biol., 144, pp. 45-88. 
Kosstakorr, A.A., (1987), Catalytic properties of trypsin, in 
JURNAK, F.A. e MCPHERSON, A., (curatori), Biological ma- 
cromolecules and assemblies, Vol. 3, pp. 369-412, Wiley. 
KRAUT, J., (1977), «Serine proteases: structure and mecha- 
nism of catalysis», Annu. Rev. Biochem., 46, pp. 331-358. 
LASKOWSKI, M.,Jr. e KATO, I., (1988), «Protein inhibitors of 
proteins», Annu. Rev. Biochem., 49, pp. 593-626. 
Liao, D.-I. e REMINGTON, S.J., (1990), «Structure of wheat 
serine carbossipeptidase II at 3.5 À resolution», J. Biol. 
Chem., 265, pp. 6528-6531. 
NEURATH, H., (1984), «Evolution of proteolytic enzymes», 
Science, 224, pp. 350-357. 
SPRANG, S., STANDING, T., FLETTERICK, R.]., STROUD, R.M., 
FINER-MOORE, J., XOUNG, N.-H., HAMLIN, R., RUTTER, WJ. 
e CRAIK, C.S., (1987), «The three-dimensional structure 
of Asn!° mutant of trypsin: role of Asp!° in serine 
protease catalysis», Science, 237, pp. 905-909; e CRAIK, 
C.S., ROCZNIAK, S., LARGMAN, C. e RUTTER, W.J., (1987), 
«The catalytic role of the active site aspartic acid in se- 
rine proteases», Science, 237, pp. 909-913. 

STEITZ, T.A. e SHULMAN, R.G., (1982), «Crystallographic and 
NMR studies of the serine proteases», Annu. Rev. Bio- 
phys. Bioeng., 11, pp. 419-444. 

STROUD, T.A., (1974), «A family of protein-cutting proteins», 
Sci. Am. 231, (1), pp. 74-88. Trad. it.: «Una famiglia di 
proteasi», Le Scienze, 75, novembre 1974, p. 38. 

STROUD, R.M., KossraKoFr, A.A e CHAMBERS, J.L., (1977), «Me- 
chanism of zymogen activation», Annu. Rev. Biophys. 
Bioeng., 6, pp. 177-193. 

WARSHEL, A., NARAY-SZABO, G., SUSSMAN, F. e HWANG, J.K., 

(1989), «How do serine proteases really work?», Bioche- 
mistry, 28, pp. 3629-3637. 
Argomentazioni teoriche sul fatto che la catalisi delle 
serina proteasi deriva dalla complementarietà elettro- 
nica dell’enzima alle variazioni nella distribuzione del- 
le cariche che accompagnano il procedere della reazio- 
ne catalizzata. 

WINKLER, F.K., D’ARCY, A. e HUNZIKER, W., (1990), «Struc- 
ture of human pancreatic lipase», Nature, 343, pp. 

* 771-774. 


Glutatione reduttasi 


BERRY, A., SCRUTTON, N.S. e PERHAM, R.N., (1989), «Swit- 
ching kinetic mechanism and putative proton donor 
by direct mutagenesis of glutathione reductase», Bio- 
chemistry, 28, pp. 1264-1269. 

DougLas, K.T., (1986), «Mechanism of action of glutatione- 
dependent enzymes», Adv. Enzymol, 59, pp. 103-167. 
Nel paragrafo VII viene discussa la glutatione reduttasi. 

KARPLUS, P.A. e SCHULTZ, G.E., (1987), «Refined structure 
of glutatione reductase at 1.54 À resolution», J. Mol. Biol., 
195, pp. 701-729. 

KarPLUS, P.A. e ScHULZ, G.E., (1989), «Substrate binding and 
catalysis by glutathione reductase derived from refi- 
ned enzyme: substrate crystal structure at 2 A resolu- 
tion», J. Mol. Biol., 210, pp. 163-180. 


‘sqoIod pi ajeSards ‘eanzeui coneuzua eurIo; eun 
opuessuas ‘(_000°HOI) 0}E]S9E0po1 0] uoo a nfeal 
Tp opeis ul 2 ‘oJepisso ajuaurela]duroo eunzua,] ou 
EuI ‘Tuo.}}a[a anp Ep epopLi ISEUNpal auogemIa ET ‘0z 


SRAINEUI AJUIUTCONI[E]EO POTEUI 
«Tzu? at0ads elsanb Ip eoruumgo eImzeu El 2 fend) ‘tuoni 
-39]9 oIpenb ep epopli eunzua, [ap eoISo[o1sy uou ew 
“103 um aonpod ojriasie 1p a HICVN TP 0ss2993 Mm 
Tp ezuasard ul ISegnpal amonem]S ErTap sUOIZeEsI EI ‘GL 


demsdu) e auI09 “ISTEA 
“Rueome mp opeis ur 2 uou ewIscdLI]OUIYO E] YIISA ‘LL 


cayosod pr steSards 2)9)0g ‘o]orSe; [ou aJuossId 
EUISALI) E[[9p a J0NQUUur,] SIETE IUO[[E ep opowta ul o]jeI 
«edaid auslA ‘JULIO 0WISI)ST,[9u o7esn ajuaureSze! 
0919}01d onuazuoo 01]. un wood 0]orSe; un “nInp I <ZI 


‘a J0xqmuI 

-eunzua Issafduioo nsanb mp emynas e omuseg 

*“BUISCLI]OUITUO E[[ap a euIsTquigns Eel[ap asorigra: un 2 
° 09110q TISTMU9F-2 OPIOV | 


\ 
SERI —<HO 
HO 
0oLI0Oq [Ragruoj-z Opi» 
«EI ‘TDLIPaEI}9] JOppe a.JEULIO] è E}EA9[a 0}/OUI EZUap ' 
-U9) eun OUUEY CLIO OpIoe [Ip ITEUOSLI) DEALISP I ‘9L 


‘ISE]sE]o.] è euIsdizowi 


«TUOI E] OwreOsIQIUI ato eutidadna] efjop rfSo]eue axeoug 
-UapI ‘euisdiI) ETop tamnaduioo LIoH qu wIzivads cuos 


eurdoduneT CUIPIUIEZUOE 
ts dd z tà 
di A H e, H 
| 
HN 
| 
HO) 


I 
a — HN —n97—n071—9°H9 
Il 
0 0° 4_0rxg°E=1M 
eundadna] E] a (y5_01*8°7=1y) eumprmezuag et “SI 


SPE VAIDUNZUI 1S1]0I0I DT 


‘orvosdde c3sanb mp emp 
“ITBA E] 9JOMOSIC ‘TUIIZUO 173 IQUIBI]UO IP IUISIUEIIIUI 
Tap suorsuaIduIoo alorfmui eun pe ojeLIiod ey ‘eon 
-ITe}eo ezuena]LI sUoenb eun erqqe ezuerSturos ateni 
-UaA3,] YI opuswmsse ‘euisitigns el[op a emsdiMOnI 
“IU9 Eljap LATE NIS I9p alijamoaf 2] EI} 0}UOIJUOI II "EI 


i9U219d ‘ISeISE[a Ip o euIsdiI) Ip ruorznjos e opadsu 
‘eumsdinoitgI TP ruorznjos Jod ajuenozii cus7I 3 ei 
-a1qod 03}sant) ‘auonsaSipomme eun e oxjuosui cuTEA 
‘aurajo1d Issa]s ISS opuassa ‘tumzua nsanb sUI opez 
TE emaop 2 aYoreasued Iseazo1d eutIas af[ap orpnjs 
OT[2U OUEIJUOIUI IS AYI EIONMIHIP LIOISSEMI af]op eun “EL 


SNVNDVN-NVN-OVN pp eronb e 
aJoLadns 23]oA 007 Eerugge, un uoo euIIZoSI] Je esa] 


“HOOOHN  H 


H ceva 


H O-DYVN_-WNVN—-DYN 
HO 0 H 


HO"HO 


SE<— 1) 
g tuIES2] uod aprressese1]a) oquanfas pi 242I3d “I 


GQUOIZEII 
elsanb ep ojeulIaJu0I susarA SAT YI IP 0][Rpow1 [PP 
opadse stent) sauorzea: eisanb I1ed cwIstUEsIIUI UN 


axiodosd 3)3}04 ‘%OVN) IP 2 DVN) IP SUOrzeuIo; 
Erre euod eunIZOSI] Ti U0I *NYVN) IP suoIzegnour,] ‘TL 


ceurajo1d egap emynils e] ajuemIferzue:s 
-0S LIS]fe UOU auorzeoIpow ejsanb ajo opuamwmsse 
“Giy uo5 901 dir a 9£ 198 #g aUg Tp auorzny]sos E[ 
-[9p BUIZOST] [Pp Istfeleo egms 0})azJa ] a mpard 239104 ‘0% 


druoIsnal 
-oid ur uou a eunZUa [jeu ruoIssaIdap o a.mssa; Ul HEZ 
-Zi[e90] aIduios ouos MHE HIS I SYIIAg dIpueIS 1809 
2]osa]ow: cuTeY ruTZUI 1]S 2USIAd a eSaIds 2}ades ‘Of 
-ondeo 03sanb ut 31103 UOIZELLIOFUI aTap 29N] EV ‘8 


‘IS isso qes2p 0]e}a0efesso Eljop 210} 
“qui un è (009200) 0Jeresso] 3YP19d apeSa1ds ‘8 


g-gg901-20-88 9 


LS } n NY 
; pr) _000—"HO—D 
“Ho 
| ——_ 
0° “o HO 


‘ago1ad a;eSards ‘Tunzua 
Tap «iomipezeo mis» a «oureSa] Ip Dis» e) aJonSuns 


< «Ip fp 2JE2.199 OSÙU?S EZUSS 2 2UI 0}ap euY USpuazom “£ 


“muawiaS8ns LIJSOA I 2JEIIFHISNIS) ‘0)S9) 


j pu ossnostp oranb ep ossonip ‘IsewsoeI EUTOIÀ E] 
Jod aUoIZISUEI) IP 0}eIs of[ap oSofjeue un ajuiaSfns *9 


di IVI ==I+tVI =I+tV+i 
*g rod a y owrid Jad 1452] eunzua j YI a]joumssy 


de_ I+V 


QUOIZESI E] EZZI[E}EO SUI BWUIIZ 


© «ta un Jod [TT*31] eTre eSopewe suorzenba un a]eatIog *S* 


‘3yoIad 
axeSards ‘H=Y opuenb rp a10:85ew1 aIoA 1501 X7°£ 
a fHO=% opuenb suorzesi Ip BALE]9I RHOOpA EI 


x U Y 


‘auo) je] UM Ip aUoIzZEunIo] Ip SUoIzeaI ajuanfas ErHanN ‘E 


GowIstUEzzaTI 0]sanb ul 05% MS [PP ? 
+gUZ 9UOI O][9p SUOIZUNI E] 2 [Ent ‘aUoISo]outzua 


: aTpanb Ip ers x 18501 re emuynajs IUOIZeAIasso a][ap 


PIS O]UI0I SUI] St EUITZUA.][PP SUOIZESI IP OTUSTUEI 
-99U1 Jap afigisne]d of[ppow: un o}eioduI 2 e'pI ‘SUI 
EIN “enboe rp e[oos]owi eun u0o 3 aTIqrusosns cDIpa 


> «dad awreSa] [op commuogieo 0uasisso ] U09 ‘EUIZUA ] 


<T9P ITEI9}E] BUSIEO SI} UOI 0}EUTPI00I 2 ._UZ QUO! 0] 


;: 0}e1jsqns-eunzua 0ss8]duioo JIN ‘(VI-9 oxessered) py 


-dadrjod mp ageuruiia:-) ooIpudad aurea] pi ezziqoIpi 
‘UZ 2juSTa]Uoo euIzuA un ‘V Iseppdadissoqueo ET *£ 


‘ayosad Tr ajeSards “EUITEOTE ISITOIPI.ITE 


“ ajualsisaI a ‘,7 suorzisod Ul a[LIpisso {jap eoUEwLI 3UYI 


‘VINO TI ‘0ISOguI Ip onpisai Jp ,£ suorzisod ETTe 0 
,€ auorzisod ere o ness] ouos pLI0ISO] 1ddni8 mo 


. T IPr}oaponu IP E[sosiuI BUM OpueurIio] BUIEo]E QUIZ 
; “njos eun Ul ajuawrepide: 0}ezZzorpi SUI VNI.I ‘E 


*ssaIg oTuIspeovy ‘ez1-69 ‘dd “pa 
e£ ‘£T TOA ‘saudzua n|I, ‘Gi0}eImo) “qa ‘nzAOg Ul ‘sas 


‘-DuaSospAysp Sururozuoo-u1a0]4 (9261) “3fH'D ‘SNVITIM 


“coL-99£ “dd ‘er ‘1019 ‘10W “f «uonniosa1 Y 7 


© Je asejonpai 2UOnEm[$ Jo a.Mjoni]s [euoIsUTIP-d29IUY I» 


S-8£501-80-88 © 


* 


*y IsepNdadissoqueo Ejjap OWSIUEd5IW Z£*L Bandiy 
og zopord-eunzuo ossa/duro) 
Sg / 
+ Z. H 
>. _/ 


(0) 


74 
0=9 
VA 


DÒ — 023 DID 


aTNgqgosns 2UreZa] 
Ip eImpyoy 


C9LIP9LIZ9I OTPAULIIZU] 


AHI Ò — 023 DID 


enboe, Tap 
0992117 


SITOEWIIRI[ IP _0sSsa[dwo) 


N 
HI Ò — 0LG DID 


Il 
500 lo) 
gauopiad-g Tr: gIes suon ‘auopiird-0.{fe 012u0s 


-ered as ‘OIS0On[S [Ap SUOIZEZOIEINDI ET[ap 23012ZZI] 
“Ejeo sototzja um a uou suopiatd-4 fr gyoIad aeSards <I 


[86] 
IWITAO%dd 


‘(t861) “95 ‘7inzos è Hg aamamnos “TA Iva Sy ‘AnSIAL 
“e95t-esLi "dd ‘es7 
“u3Y9 ‘1019 ‘f «so}erpouiajui UonoRaI Jo sasAfeue uon 
-OGII AeI-y UIOIJ paAlIap se aseponpal suonem[à Jo 
mstuepami OnATe;eo aUI» ‘(E961) “IA Iva è ‘T'D ‘ZInHoSs 


[868] 


FI 0ONdDI PE 


Il citocromo c, illuminato dal suo singolo atomo 
di carbonio. La catena amminoacidica 
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450 Capitolo 15 


e beve qualcosa come ventimila litri di acqua, senza 
che si osservino sostanziali variazioni nel suo peso 
corporeo. Questo stato stazionario è mantenuto da 
un sofisticato insieme di controlli metabolici. In que- 
sto capitolo di carattere introduttivo al metabolismo, 
cercheremo di sottolineare gli aspetti generali delle 
vie metaboliche e i loro sistemi di regolazione e pren- 
deremo in considerazione le tecniche sperimentali 
che sono state particolarmente utili nella delucida- 
zione di'questo intreccio di reazioni. Discuteremo poi 
le variazioni di energia libera associate alle reazioni 
dei composti contenenti legami fosforici e alle rea- 
zioni di ossido-riduzione. Infine, analizzeremo la na- 
tura termodinamica di questi processi, cioè quali so- 
no le proprietà dei sistemi viventi che stanno alla 
base di questa loro capacità di autosostentarsi. 


1. LE VIE METABOLICHE 


[601 ]Le vie metaboliche sono serie di reazioni en- 
zimatiche consecutive che formano composti specifi- 
ci. I loro reattanti, gli intermedi e i prodotti vengono 
chiamati metaboliti. Poiché un organismo utilizza 
molti metaboliti diversi, vi sono anche molte vie me- 
taboliche. La Fig. 15.1 mostra una mappa delle vie 
metaboliche, molto spesso interconnesse, contenute 
in una cellula tipica. Ogni reazione riportata nella 
mappa è catalizzata da un enzima specifico (ormai 
se ne conoscono più di duemila). A ‘un primo sguar- 
do, questo intreccio sembra incomprensibile ed estre- 
mamente complesso. Ma, se ci concentriamo solo su 
alcune aree di particolare interesse, che verranno trat- 
tate nei capitoli successivi, come ad esempio, la prin- 
cipale via di ossidazione del glucosio (la zona om- 
breggiata della mappa nella Fig. 15.1), sarà molto fa- 
cile acquistare una certa familiarità con queste vie 
e con le loro interconnessioni. 

Le serie di reazioni che fanno parte del metaboli- 
smo vengono spesso divise in due categorie: quelle 
coinvolte nelle degradazioni (catabolismo) e quelle 
coinvolte nelle biosintesi (anabolismo). Nelle vie ca- 
taboliche, i metaboliti complessi vengono degradati 
esoergonicamente a prodotti più semplici. L’energia 
libera rilasciata durante questi processi viene con- 
servata mediante la sintesi di ATP da ADP e fosfato 
oppure mediante la riduzione del coenzima NADP+ 
a NADPH (Fig. 12.2). L’ATP e il NADPH sono le prin- 
cipali fonti di energia libera per i processi anabolici 
(Fig. 15.2). 

I processi degradativi sono caratterizzati dal fatto 
che essi convertono un grande numero di sostanze 
diverse (carboidrati, lipidi e proteine) in intermedi co- 


[601 ][602] 
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Metaboliti complessi 


Degradazione Biosintesi 


Prodotti semplici 


Figura 15.2 L’ATP e il NADPH sono le fonti di energia libera per 
le reazioni biosintetiche. Essi vengono generati dalla degradazione 
di metaboliti complessi. 


muni. Questi intermedi sono poi ulteriormente me- 
tabolizzati in una via ossidativa centrale che termina 
in un piccolo numero di prodotti finali. Nella Fig. 
15.3 vengono sottolineati questi aspetti della demoli- 
zione delle varie sostanze nutrienti; dapprima que- 
ste vengono convertite in unità monomeriche e poi 
nell’intermedio comune acetil-coenzima A (acetil- 
CoA) (paragrafo 19.2: formula di struttura nella Fig. 
19.2). 

La tappa successiva è l’ossidazione del gruppo acetile 
a CO; ed H;0 mediante l’azione sequenziale del ci- 
clo dell’acido citrico (Capitolo 19), della catena di 
trasporto degli elettroni e della fosforilazione os- ‘. 
sidativa (Capitolo 20). 

Nelle biosintesi i processi hanno direzioni opposte. 
Un numero relativamente piccolo di metaboliti, in par-- 
ticolare piruvato, acetil-CoA e gli intermedi del ciclo 
dell’acido citrico, servono come materiali di partenza 
per una moltitudine di prodotti biosintetici diversi. 
Nei prossimi capitoli discuteremo in dettaglio molte. 
di queste vie degradative e biosintetiche. Per il mo- 
mento, prendiamo in considerazione alcune delle ca 
ratteristiche generali di questi processi. 

Le quattro caratteristiche principali delle vie meta- 
boliche derivano dalla loro funzione di produrre com- 
posti utili per la cellula. 


1. Le vie metaboliche sono irreversibili 


[602 ] Esse sono altamente esoergoniche (hanno varia 
zioni di energia libera di segno profondamente ne 
gativo) e quindi le loro reazioni vanno a compimen- 


Carboidrati 


Glicolisi 


Ciclo 
dell'acido 
citrico 


Fosforilazione 
ossidativa 


Figura 15.3 | metaboliti complessi come i carboidrati, i lipidi e le 
proteine vengono prima degradati nelle loro unità monomeriche, prin- 
cipalmente il glucosio, gli acidi grassi, il glicerolo e gli amminoacidi 


- e, successivamente, nell’intermedio comune acetil coenzima A (acetil- . 


CoA). Il gruppo acetile viene poi ossidato dall’ossigeno a CO; nel 
ciclo dell'acido citrico con la concomitante riduzione di NAD* e 
di FAD. La riossidazione di questi due coenzimi nella catena di tra- 
angie o degli elettroni e nella fosforilazione ossidativa produce H70 


to. Questa caratteristica determina la direzione della 
via metabolica. Di conseguenza, se due metaboliti so- 
no interconvertibili mediante vie metaboliche, la via 
che porta dal primo al secondo metabolita deve esse- 
re diversa da quella che porta dal secondo al primo 
metabolita. 
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Il motivo di questa differenza sta nel fatto che la via 
che porta dal primo al secondo metabolita è esoergo- 
nica e quindi per tornare indietro è necessario forni- 
re energia libera. Ciò comporta la presenza di una 
via diversa o almeno di alcune tappe diverse della 
via. L'esistenza di vie di interconversione indipenden- 
ti è una proprietà fondamentale delle vie metaboliche 
in quanto consente il controllo della velocità di en- 
trambi i processi. Se il secondo metabolita è carente 
nella cellula, diventa necessario bloccare la via che 
porta dal secondo al primo e aprire la via che va 
dal primo al secondo metabolita. Questo controllo in- 
dipendente sarebbe impossibile senza la disponibili- 
tà di vie alternative. 


2. Ogni via metabolica 
ha una tappa di «comando» 


[603 ] Anche se le vie metaboliche sono irreversibili, 
la maggior parte delle reazioni che le compongono 
fuzionano in condizioni vicine all’equilibrio. In ogni 
via, però, vi è una reazione irreversibile (esoergoni- 
ca), posta in genere all’inizio, che «comanda» all’in- 
termedio che essa produce di proseguire lungo la via. 


3. Tutte le vie metaboliche sono regolate 


[604 ] Per poter esercitare un controllo sul flusso dei 
metaboliti lungo una via metabolica, è necessario re- 
golare la tappa che ne limita la velocità. La prima 
tappa di «comando», essendo irreversibile, funziona 
a una velocità troppo bassa per consentire ai suoi sub- 
strati e ai suoi prodotti di essere all’equilibrio. Poi- 
ché la maggior parte delle altre reazioni della via 
è praticamente molto vicina all’equilibrio, la tappa 
di comando diventa spesso anche quella che limita 
la velocità. Molte vie metaboliche sono quindi con- 
trollate regolando l’enzima che catalizza la loro pri- 
ma tappa di comando. Questo è il sistema più effica- 
ce per esercitare un controllo in quanto viene con- 
temporaneamente prevenuta la sintesi e l'accumulo 
non necessario di metaboliti lungo la via metabolica, 
soprattutto quando la cellula non li richiede. Alcuni 
specifici aspetti del controllo del flusso delle vie me- 
taboliche sono discussi nel paragrafo 16.4A. 


4. Nelle cellule degli eucarioti, 
le vie metaboliche hanno localizzazioni specifiche 


[605 | La sintesi dei metaboliti in compartimenti sub-_ 


cellulari specifici circondati da membrana fa sì che 


‘(0SSO1 Ul) 1U01Najo UI ajualijap cwo]e un cuo8 
-U2)UO9 1]101}9]a 1]9) ‘22180[01Q EZUEHOdwI Ip 1jJOMa]g 9°GL BanSiy 


Rei 

BIMIONBI CUTWWUX[ -an=S 
+ 

\ 

wa 

A 
O2TTMIOqIEI OTIOqIEI TP 0W10FY7 Ed 
\ 

tI 
19NTEJ9UI Tuo] sull 
TIOJ0IT +H 


‘tureSa] anp uoo owssoIpi Ip ruIo]je a Inddo 
rureSa] anburo u09 OTTOqUEI Tp TUIO]E a I9SSA TELI OUOS 
-sod 1a uou 3019) ‘ozuauowi anbunzonb ur vwsISIS TO 21 
-D7ddv 249889 0UOnIpP VITULIYI VP 20894 37 ‘enboe 
TP 2UOIZEUTIIT]A BAUEIOdUIS]}U0I UOI FUOI]}9]a UI 01 
-aA0d OTTOQIEI IP OWIO]E.] ESSENE 01OZe tp owIo]E {ms 
ESsIAIpuoo Uou ruo.I}}a]a tp erddoo e] ‘edde? epuosas el 
-[.N ‘0u9SIsso Ip owro]e ms 0=2 [ep awresa] orddop 
TEp ruo1p}a]a rp erddoo eun ezuanSasuoo tp opuelsods 
‘oormuogieo oddni8 jop ruo1zja[a ul oJaA0d omIogueo 
TP OUIO]}E,] BISP]E PUIUIUIE [[PP EsIAIpuoI Uou MOI] 
“«Jo[a Ip eiddoo è] ‘suorzeai erap edde) eunid eran 


Butera] 
sg H 
; CO: 
OH + DaenN-Y 
Vi + 
A 
o; 
2u0793YI 
CUTUrUrE]OUIQIEI li) 
OTP9ULISZUT apiopIrv euturary 
«sd H i 
HO 5 ( Y le) 5 + “HN 
—I-CN— =‘ P_i —{ 
ua Un 


meurayos equanfas pi opuosas ausmae ‘eu 
-0}949 un 0 apiapfe, un è eumuure UM EI} a]ue]ioduri 
9JUStIEOTWIT]90IG SUOIZESI PUN ‘EUTUIWII, UN Ip auUoIz 
«2UL10} E ‘ordurasa 19q ‘e00EeLne ao azuaftaI fe auI0o 
ofgoapnu Je afesuad ‘auorzuaauo9 elsanb aresn 239] 
-0A opuent) “«o0]e00e]ze» aJossa anA9p aYo ‘OALLIE Ip IU 
-01}}a]a Tp oIaA0d 0.1}u39 fe ezuaLIed 1p ofijooponu [ep 
TUOI} 99 Ip erddoo eum Ip opuoumMowI JI a IEoIpur pe 
OUUE]S a ‘aA.mMo 2993.1} SUOIZUIATUOI Jad owIsISSn 


ESE 0WSIOQUIAUI JO 3UOMZNPOLIU] 


nuewrerSuelITeLI Ysanb asensni sod ‘Mopord e Hue 
«Jea1 ep o1SSessed q juemp aYpruo1}}5]a 21ddoo asp 
ojuowrerSueieLi Ti armfas afigissod a as Iuorzeai I 
-]®p OWISTUE29atI I a tapuaIduIoo afro; NIA 0owI q 
‘SI Sig 
aUPIUOnE? sutImE 2] 3 Prpuoqreo Iddni18 op onuoq 
“ES Ip muo]e 1]S ‘torpezawi TUO! 18 ‘.LH,] OUOS Prunyo 
-0IQ TUI9]SIS T9U ITIJOI}a]a rumwuoo RIA I AYeSSTON 
-19]a nuoze a Japassod amddo nona ezuafea Ip Druog 
-J9[9 ITENQIO a JaU2]}U0I ‘ajuaumeAmIsoOd IOLIEI dlassa 
ouossod Issg ‘(ruo1}}a]a 178 oweUre YI) Tora]. n 
«eureTTo ouosuaA ruUoI}}a[a Ip LI9A0d Msoduroo nsant} 


"7 a 
/ 
HO-9D-N—U<+—0=0 + ©HN—4  eunuue um 
| | \ " TP_BOTYOapNU 
4q H A SUOIZEIY 
x 
H-N-U+— .,H + ‘HN—uvumuwe em p 
#1 si EOISEQ SUOIZEIY 
H 


‘(tuo1}}9]9 Ul ajualnijap osaJ OMUogieo Ip cuIo]E 
Un OJI]OS IP) .H.I{EP OSISATP alassa aA9p 3Y9 0I}U39 
‘uoIa]a UT oJanod c.I}uS9I Un 07 ajuafenoo aureSa] 
un euLIO] opuenb oqjoaponu um amuoI 20188 a uaw 
‘“.H un wo09 a]uefenoo sureSs] um eu1I10} opuenb aseq 
eun 2u109 eLIiodwioo Is ojsoduI0o Um :(gT*77T 07eI1SeIed) 
a}e[a.1105 ajuamaLio; Ejoridod otuos EHOISEQ E] 2 E} 
-TOTTIFOSponU ET ‘aYoIseq aW1I0} 0.10] 3] owos iddni18 ps 
-anb Ip agogizoapInU a]UatIOIS SEI SULIOI IT ‘(S°ST 
*S13) BOILIpims 3 BOIOZEpIiumn ‘EOTUIUTUIE ‘EOTTLIPISsSO 
‘muorzunj 3] nuaus}u09 Ianb ouos queLiodun 273u2u 
-BoISo]orq tortpoaponu poruargo iddnus ] TUOI]? I 
LIaA0d LIJUSO U0I THUafeAcI rureSa] aueuLIo] 2]u2w 


*1]OQap IpiDe ip ejeSniuo5 aseq e] OUOS 
iljoapnu | ‘22180[01q ezueuodu ip 19ijyoapnu iddnun e*sÌ enSia 


0orozepium oddniz 


cormuure oddnis 


cotpapigas oddn1s 


ooTpupisso oddnir 


*(1) O5nIpi suo! 0Un a suonedogieD UN 2UI (1) auo)oid un pa auoiu 
-2que> UN PIS BUIO] B9NI[012]a gINPO! e] anjuawi ‘ijeDipei sInpold EI 
“Nijowio BINNOI 27 ‘H—9 aweSa] jap EInPoI E| Jad IWISISIS p°GIL BIndiy 


OIMIPI 
quoI QUOITEIOQIEI) 
| 2 | 
:H Sn 9_-_ «—- H Las (22) 
= "i ? | 
dUOJOI] = QUONIBQIEI) 
| sl 
LB + iD- +«—Hi9- 
| Cl 
CITIMOLNIA 
ITeompea 
| COMTOUO 1 
+97 fia E 
BITTO) 


‘oeJ qnd aY9 IUOI}}a[a IP esuIpuoo uou erddoo cu 
.-08uajuoo simddo ajuawrenneSsu agoLIeo cus ‘(199 
“NU I OUEUIE ao) ITHOajonU 3]jewIeryo ‘TUOI]}a[a UI 
.‘@WY9OLI IZUE]SOS 37 ‘TUOI}}9]9 Ul NusIIJap Hsoduod a 
IUO.I}}9]9 UTI IDOLI HSOCUICI :ISSEJO anp ur ISIAIPpns 
ouos IUTES2] IP BOI]o19]a aUOIZEULIO] E] a eIMpyoI E] 
BU IS Mo ul IMorzesI è ouedmwaLIed sU49 Hsodwoo ] 

‘+d0VN Il amddo ,AvN 
T: ordurasa pe auI0I ‘al0jazze un e 23]juewe}aI 
‘ “Tp O]LIQJSE.I} QUALA QUO! 0] 9S O}UE]]OS SUILAAE OMIPI 
: 8UO! OUN IP 2UOIZEI}}Os BT ‘OMUOqueo Ip cuwI0]e. {ms 
aJejsaI E BISpue2] HD awresa] [ap eImpol erou mu 
‘«OJ}}a]a tp erddoo e] ‘TorummooIq tuIS]SIS I9U ‘oUSSOIpI 
‘Tp muioje sap unessuora;o nIid ajuauria5F9] cu 
..*0$ OIUOQUIEO Ip ruro]e KS a sAmHeaI apuaure;ge atoads 
: OUTOS OIMIPI TUOI I{S aUIIOg ‘(_H) o.mIpi suo! cun a 
(oruogeo suo! cun) suonesogieo un rp amddo (.H) 
‘ 8U0}o1d un IP 3 sUoruegieo UN Ip auorzeuLio; ETe 
Euod H—9 aurea] [Pp OHTo19]9 eImpoI ET ‘SUOIZApLI 
-Opisso IP TUOIZESI ajpu ojuawipedwurid aus 
“AE ‘iqeisui qeorpei sonpord ‘ox1pos Ip ‘auo ‘eonmjowo 
BIMPpoI ET ‘(ST ‘S14) (GuneSa] [op eonIjowro emi 
30.1) 0wIO]E unosero ns suoIlafa un ‘ejeedas auossa 
(ÈIS (Ouefa] [Pp eomIo.19}9 e.mz}or) owIo]e UM Ip 
ns arelsaI eis ond Im0I]}a]a Tp erddoo e] ‘aureS3] 038 
* «ab mp empor ETan ‘Turo]e anp ep esmpuoo MI01]}a]a 
Tp erddoo eun Tp aJsIsU0I 2]uSTe109 awesa] uN [209] 


EDILUIYI EII8O] EI VW 


“BOTTO esso] Etre op.enSs oun arep 
è eso9 BWILIÀ J9d OWIS.ISUIO]LI EUIS[GOIÀ TI aIeIUOI] 


-.ITEp 9JEALIOP ‘aseq Elle OUUE]S SU Sto IISTUEIIIUI 


© S*B£501-80-22 © 


| 3e 07Saw Jod ‘Of9powr sUOTUESIO TUOIZESI IP ISITEU | 


INS OUTEIQGE 3YI IZUIISOUOI a][IP a IUOIZEAI IP all 
-0Sajeo cIpenb ajsanb rp orpnis o] owraIeIzIUOI 0721 
-ered o]sand ur ‘9 YPI[OQRISUI IUOISISAUOIII]JUI IYINI 
-wads è IsTeorfdde ouossod rmuisiueszati Hsanb mo ur 
Opow [ns BIa}I3A auoIssnosIp El Ijoxrdeo runssoId IaN 
‘OUEZZI[e]eo 9] UO IUWIIZUA I[SnS a ruorzeai a]sanb 1p 
TUISTUEDIIUI MS TUOIZEULIOJUI asoJauImU owIETpassod 
TEULIO ‘OrUOquer-oruoqueo uess] cuoduro1 0 cu 
-BULIO] It) IUOIZEAI 3] (7) è HUIWIEISUELIELI I pa 
MUOIZEZZIIQUIOSI 3] ‘TUOIZEUIUIT]9 2] (£) ‘9UOrZznpLrI 
-Opisso Ip muorzeaI 2] (2) ‘oddna8 p 07uauniazs 
«2.1 Ip TUOIZE31 27 (1) :oLI0Sa;eo o.IHend ur ayorumgo 
-0IQ IUOIZESI 9] O}BOtISSE] BY USTE MM J9Yydolstuyo 

*IONEUIZUI LIO]EZZI[E]EO Ip ezuasse Ul 0U0pa001d assa 
mo UO IMUSTUEIIIUI I pa CUISISIPUOIUI YI MUOIZEII 
TIP ICI} I OPUEZZI[EUE atoroqejauI TUOrzeaI 2T[ms cIp 
-MJS 0.IJSOU TI FIEIZIUI OUIEISSOA ‘21/2130UUIZUI UOU 1UOIZ 
-D3.4 TP 1]]9poul OpuvIipnIs 1911}0UZUI IUSTUDIIZUU INS 
oxou g4v10dui ond 18 rpumb a morzeai alsonb Tp 
OOSTUITYI OUISTUEIIIUI JI OTEIS]]e ‘Quad ‘Turrzua 1jood 
*aUOrZISUEI) IP 0}eIs O][ap awresa] JI pa cjuawIEzUALIO 
Tp a eHumssoId Ip tMajJa 173 ‘eone:jsoIa[a ISITEIEO EI 
‘TOITEJ9UI TUOI Ep ISTTEIEO E] ‘oluafen009 ISIe}eo e] ‘oseq 
-OpIioE ISITE]eO E] ITUOIZESI 3] STEZZI{E}EO Jod 2UOrZIS 
-odsip e OUUETY] TUUTZUA 1]S ao TUISIUEIIIUI LIBA 1 078 
-Enap UI 0] owrerqge T'pI oJerSered JN ‘TuIZzua 
Ep aJezzife]eo aYorueSIo IUOIZES.I OUOS 3UII]OEIIUI 
9IA AT[aU CUOSUIAAE aTYI IMOIZEAI 3] aYn} SEN) [ 909 ] 


IHOINVDYO INOIZVIY 17140 
IWSINVIIAW “7 


‘dv'e7 oxeiSesed jau ossnosip 2 ‘ewIa:q 
-01d o]sanb ami[99 et[ep oMosli suaIa mo UIL opow [I 
*‘Vo9-ns9E ] J°d oLIodse1) tp sutazoud quad ouos 1 
TUOÙ S]ELIPUoodo:UI CUEIQUISUI EIN ‘LIPUO.oNMU DU 
opopord susra euI ‘ISSEIS Iprioe I[Sap Eomosopo IS9) 
-UIS E[ Jod aA.19S 02I]OqejauI cIpauzizzui 0]sant) ‘aJez 
-“Ziejuoum.reduroo 0uos Yory-[Ha9E [op suorzezzaon.] 
a IS9JUIS E] SYOUV “EUBIQUISUI E] OSISARIN]E 0)J0ds 
-B.I} Ip ISS990.Id 19p I]e.Ii9uSS aYIUSLISIBIEO 2] U0I QUI 
-9ISUI ‘9791 0Jelsered [ou e}ezzi[eue BIISA LIPUOIO] 
-TUI I9p EUEIQUISUI e] OSISAGINE ILV.I[PP 018Sessed q 
ENTioE; ayo oLIodse.) Ip EuIS1O.Id ET ‘]osoNo jeu ogEZ 
“zin ew ‘Lipuosozii IU ofeIauas sura ALV.] ‘ord 
-Wuasa Jad “Mogezawi Hsanb Ip o}1odse1) je augrpe 
aurag]jo1d Ip eueIQUISUI E[[au custu 0 ezuasard el[ap 
ESNEO E INIJORIauI Te ITIqeeunIad 3]}uewIeAT]}a]as ouos 
2UIISO[OIq sUeIquiIswI 37] ‘ToLieona I[fap owSTOgGEI 
«SUI [ap atei sjusuodwioo eun eIs emy[20 egop HuawI 
“meduroo LIBA I en azuelsos a]sonb Ip op1odsez) TI 


SI 0p0ndvI 


(4° di 


454 Capitolo 1 


B. Reazioni di trasferimento di gruppo 


[608 ] Il trasferimento di gruppo che ha luogo in bio- 
chimica, coinvolge lo spostamento di un gruppo elet- 
trofilico da un nucleofilo ad un altro. 


vr FE» el 


Elettrofilo- 
nucleofilo 


——> Y_ A+ X: 


Nuceleofilo 


Questi trasferimenti possono essere anche chiamati 
reazioni di sostituzione nucleofilica. I tipi più comu- 
ni di gruppi trasferiti nelle rezioni biochimiche sono 
i gruppi acili, fosforici e glicosidici (Fig. 15.7): 


1. Il trasferimento del gruppo acile da un nucleo- 
filo ad un altro avviene mediante un attacco nu- 
cleofilico sull’atomo di carbonio del gruppo car- 
bonilico dell’acile così da formare un intermedio 


Y 
Intermedio 
tetraedrico 
(6) 
X _ _ 
x 0] N97 
Man PN —- AS — ti + Xi 
\o7oNa [9 Y 
Y 
Intermedio 
a struttura 
bipiramidale 
trigonale 
(€) . 
Doppio 
: + 
0. ei O, o. 
Xi + dar N 
Xx 
Ùa . Carbocatione (ione ossonio) 
vr stabilizzato per risonanza 
Spostamento E 
singolo Yi: 
(SeN) 
OY 


‘attraverso l’attacco di un nucleofilo sull’atomo di 


‘termedio con struttura trigonale bipiramidale, i 
cui apici sono occupati dal gruppo che ha prodot- 
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tetraedrico (Fig. 15.70). L’idrolisi del legame pep- 
tidico catalizzata dalla chimotripsina (paragrafo 
14.3C) è un esempio di questo tipo di reazione. 
Il trasferimento del gruppo fosforico procede 


fosforo del gruppo fosforico per formare un in- 


to l'attacco e dal gruppo che lascerà l’intermedio 
(Fig. 15.7b). La reazione complessiva porta all’in- 
versione della configurazione del gruppo fosfori- 
co tetraedrico. È stata dimostrata questa inversio- 
ne usando composti contenenti gruppi fosforici: 
chiralici. Per esempio, Jeremy Knowles ha sinte- 
tizzato molecole di ATP rese chiraliche nel grup- . 
po fosforico y mediante una sostituzione isotopi- 
ca e ha osservato che questo gruppo viene inver- 
tito dopo il suo trasferimento al glucosio nella rea- 
zione catalizzata dall’esochinasi (Fig. 15.8). 
Il trasferimento del gruppo glicosidico coin- 
volge la sostituzione di un gruppo nucleofilico con 


Figura 15.7 Tipi di reazioni di trasferimen- 

to di gruppo: (a) il trasferimento di un grup- 
po acile necessita di un attacco di un nu- 
cleofilo (Y) su un atomo di carbonio elet- 
trofilico di un acile per formare un inter- 
medio tetraedrico. Il trasportatore originale: 
del gruppo acile (X) viene allontanato per 
generare un nuovo composto acilico. (b) 
Il trasferimento del gruppo fosforico av- 
viene mediante l'attacco di un nucleofilo. 
(Y) sull’atomo di fosforo elettrofilico di un 
gruppo fosforico tetraedrico. Ciò genera 
una struttura bipiramidale trigonale le cui 
posizioni apicali sono occupate dal grup- 
po uscente (X) e dal gruppo che sta por- 
tando l'attacco (Y). L'eliminazione del 
gruppo X che completa la reazione di tra- 
sferimento risulta nell’inversione della con- 
figurazione del gruppo fosforico. (0) Il tra- 
sferimento del gruppo glicosidico coinvol- 
ge la sostituzione di un gruppo nucleofi- 
lico con un altro sull’atomo di carbonio 
C(1) di un anello saccaridico. Questa rea- 
zione avviene di solito con un doppio spo- 
stamento in cui l'eliminazione del traspor- 
tatore del gruppo glicosidico originale (X) 
è accompagnata dalla formazione di un 
carbocatione (ione ossonio) intermedio sta- 
bilizzato per risonanza e seguita dall’ad-. 
dizione del nucleofilo entrante (Y). La rea- 
zione può avvenire anche con un mecca- 
nismo di singolo spostamento in cui Y 
spiazza direttamente X con inversione del- . 
la configurazione. 
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H 
HO 
Glucosio I ATP 
Intermedio 
a struttura 
bipiramidale 
trigonale 
ea 18 J 
9 
sa 
I 
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H O, H 
H 
OH H + ADP 
HO OH 
H OH 


Glucosio-6-fosfato 


Figura 15.8 Nella reazione di trasferimento del gruppo fosforico cata- 
lizzata dall’esochinasi, il gruppo fosforico y dell'ATP reso chiralico 
da una sostituzione isotopica subisce una inversione della configura- 
zione. 


un altro sull’atomo di carbonio C(1) di un anello sac- 
caridico (Fig. 15.70). Questo è l’atomo di carbonio cen- 
trale di un acetale. I modelli chimici delle reazioni 
di un acetale procedono, di norma, attraverso la rot- 
tura catalizzata del primo legame per formare un 
carbocatione stabilizzato per risonanza a livello del 
C(1) (uno ione ossonio). L’idrolisi del polisaccaride delle 
pareti batteriche catalizzata dal lisozima (paragrafo 
14.28) è un esempio di questo tipo di reazioni. 


C. Ossidazioni e riduzioni 


[609] Le reazioni di ossido-riduzione (redox) coinvol- 
gono l’acquisto o la perdita di elettroni. La termodi- 
namica di queste reazioni è discussa nel paragrafo 
15.5. In molte delle reazioni redox che avvengono 
nelle vie metaboliche si ha la rottura di un legame 
C-H, con, alla fine, perdita dèi due elettroni di lega- 
mne dall’atomo di carbonio. Questi elettroni vengono 
trasferiti ad un accettore come il NAD* (Fig. 12.2). 


Non è mai stato stabilito con certezza se queste rea- 
zioni avvengono mediante rottura omolitica oppure 
eterolitica del legame. In molti casi, quando non si 
ha la formazione di specie radicali, si assume che 
la rottura del legame sia eterolitica. È utile visualiz- 
zare la rottura del legame C—H nelle reazioni redox 
come il trasferimento di uno ione idruro, come è ri- 
portato più sotto per l’ossidazione di un alcol ad ope- 
ra del NAD+: 


R 
Base Alcol NAD* 
generale 
(©) 
H HK Il 
P CL 
B-H' + 0=C + || na 
\ 
R N 
R 
Acido Chetone NADH 
generale a 


.L’accettore terminale delle coppie di elettroni che ven- 


gono rimosse dai metaboliti durante la loro ossida- 
zione è, per gli organismi aerobici, l’ossigeno mole- 
colare (03). Ricordate che questa molecola è una spe- 
cie di radicale allo stato basale i cui elettroni non ap- 
paiati hanno spin paralleli. 

Le regole di accoppiamento degli elettroni (il prin- 
cipio di esclusione di Pauli) dicono che l’O, può ac- 
cettare solo elettroni non accoppiati, cioè gli elettro- 
ni devono essere trasferiti all’ossigeno uno alla volta 
(al contrario dei processi redox in cui gli elettroni 
sono trasferiti a coppie). 

Gli elettroni rimossi in coppie dai metaboliti devo- 
no quindi passare uno alla volta attraverso una cate- 
na di trasporto degli elettroni. Ciò avviene mediante 
l’uso coniugato di coenzimi che possono assumere 
stati di ossidazione stabili anche in forma di radicali 
e quindi possono partecipare a reazioni redox a uno 
oppure a due elettroni. Uno di questi coenzimi è il 
FAD, la cui struttura e gli stati di ossidazione sono 
illustrati nella Fig. 14.27. 
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Figura 15.11 Esempi di for- 
mazione di legami C—C: 
(a) condensazione aldolica, 


(a) R' —C—-R' ' (b) condensazione esterica 
R Ah 
E Il | di Claisen e (c) decarbos- 
R C=0 H_ 0 C=0 silazione di un B-chetoaci- 
Î RD Secondo chetone | do. In tutti e tre i tipi di 
c=0 > (centro elettrofilico) H R—C—H reazionesi ha la formazio- 
| | ne di un carbanione stabi- 
B: + R--C—H <= .B—_ H+ i) ee” > B: + R-C-——C—R'. lizzato per risonanza segui- 
| i | | ta dall'attacco di questo 
H R H O—H carbanione su un centro 
| elettrofilico. 
Cc_0 
Il 
R-C_-H 
Chetone Carbanione (enolato) 
stabilizzato per risonanza 
(b) H 0 
IO 
ii 
H o H Attacco 
sul centro 
B: + La ge e CoA == B_H'"+ Î > elettrofilico 
H H 0° (come in (a)) 
Acetil-CoA 6=6— scoa 
I 
H 
Enolato stabilizzato 
per risonanza 
(e) lo) 
W 
R_C-CH. 
(0) (0) È Attacco 
Ci Y_N la 
R-—C-L vai a S sul centro 
C_-CHo,—C—-0  ==*® C0, + } —> elettrofilico 
o- (come in (a)) 
I 
R_C=CHg 
B-chetoacido Enolato stabilizzato (a) 


per risonanza 


Carbanione Enolato 

(5) 
NE* NH 

SÌ f= 

—C_-CcH—- «> —C=CH— 
Carbanione della base Base di Schiff 

di Schiff (immina) (enammina) 

(c) 2 


Figura 15.12 La stabilizzazione dei carbanioni: (a) i carbanioni adiacenti a gruppi carbonilici 

vengono stabilizzati dalla formazione di enolati. (6) I carbanioni adiacenti a immine protonate 

{basi di Schiff) vengono stabilizzati dalla formazione di enammine. (0) Gli ioni metallici stabi- 

ma carbocationi adiacenti a gruppi carbossilici mediante la stabilizzazione elettrostatica 
lell’enolato. 
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metaboliche vengono rese estremamente sensibi- 
li alle necessità dell’organismo da una intricata 
rete di processi regolatori; la quantità di prodotto 
formata da una via metabolica corrisponde in ge- 
nere alla quota richiesta. 


Come si può facilmente immaginare, la delucidazio- 
ne di una via metabolica a tutti i suoi livelli è un 
processo molto complicato che necessita di contribu- 
ti da parte di discipline diverse. La maggior parte 
delle tecniche utilizzate consiste nel produrre in qual- 
che modo una perturbazione del sistema e di osser- 
varne gli effetti sulla crescita oppure sulla produzio- 
ne di intermedi metabolici. Una di queste tecniche 
contempla l’uso di inibitori metabolici che bloccano 
la via a livello di specifiche tappe enzimatiche. Un 
altro approccio è dato dallo studio di anomalie gene- 
tiche che hanno prodotto l’interruzione di particola- 
ri vie metaboliche. Sono state inoltre sviluppate tec- 
niche che consentono di separare gli organi di un 
organismo, di isolarne i tessuti, le cellule e le frazio- 
ni subcellulari, al pari di altre che invece servono 
per la purificazione e per l’identificazione di meta- 
boliti, come pure degli enzimi che catalizzano le lo- 
ro interconversioni. È diventato praticamente di rou- 
tine l’uso dei radioisotopi per seguire il destino di 
atomi o di molecole attraverso il dedalo metabolico. 
In questo paragrafo incontreremo anche alcune in- 
formazioni su queste tecniche. 


A. Inibitori metabolici, studi di crescita 
e genetica biochimica 


Accumulo di intermedi della via 
in presenza di inibitori metabolici 


[615 ] La prima via metabolica ad essere completamen- 
te delineata fu la conversione del glucosio in etanolo 
nel lievito da parte di un processo noto come glicoli- 
si (paragrafo 16.1A). Nel corso di questi studi furono 
identificate alcune sostanze, chiamate inibitori me- 
tabolici, capaci di bloccare la via in punti specifici 
e di produrre un aumento degli intermedi che pre- 
cedevano il punto di blocco. Per esempio, lo iodoace- 
tato determina in estratti di lievito l'accumulo di 
fruttosio-1,6-bisfosfato, mentre il fluoruro porta al- 
l'aumento di due esteri fosforici, il 3-fosfoglicerato 
e il 2-fosfoglicerato. L’isolamento e la caratterizza- 
zione di questi intermedi fu di vitale importanza per 
l’identificazione della via glicolitica: una buona dose 
di intuizione e queste informazioni consentirono di 
predire le tappe che intervenivano nella via metabo- 


lica. Ciascuna reazione proposta fu poi verificata in 
vitro (cioè in una provetta) utilizzando il catalizzato- 
re enzimatico purificato. 


Anche i difetti genetici 
determinano l’accumulo di intermedi metabolici 


[616]La scoperta di Archibald Garrod all’inizio di 
questo secolo, cioè che le malattie genetiche nell’uo- 
mo erano una conseguenza della deficienza di speci- 
fici enzimi, contribuì considerevolmente alla deluci- 
dazione delle vie metaboliche. Per esempio, dopo in- 
gestione di fenilalanina o di tirosina, gli individui por- 
tatori della condizione ereditaria pressoché innocua 
detta alcaptonuria secernono nelle urine acido 
omogentisico (paragrafi 24.3H e 27.1C). Ciò avviene 
in quanto il fegato degli alcaptonurici non possiede 
un enzima che catalizza la demolizione dell’acido 
omogentisico. In un’altra malattia genetica, la fenil- 
chetonuria (che se non trattata può causare nei bam- 
bini un grave ritardo mentale: paragrafo 24.3H), vi 
è invece l’accumulo di fenilpiruvato nelle urine. La 
somministrazione di fenilalanina e di fenilpiruvato 
determina l’eliminazione di fenilpiruvato nelle uri- 
ne dei soggetti affetti da questa malattia: la tirosina 
viene invece metabolizzata normalmente. I quadri 
di queste due anomalie metaboliche hanno consenti- 
to di postulare la via per il metabolismo della fenila- 
lanina riportata nella Fig. 15.13. L’ipotesi che il fenil- 
piruvato facesse parte della via del metabolismo del- 
la fenilalanina e che ne fosse esclusa la tirosina risul- 
tò più tardi non corretta. Questo fatto ci dice di non 
fidarci troppo del possibile significato dei blocchi me- 
tabolici e del conseguente accumulo di metaboliti qua- 
li indicatori di una via metabolica. In questo caso, 
si scoprì in seguito che la formazione del fenilpiru- 
vato derivava da una via secondaria, che diventa si- 
gnificativa solo quando la concentrazione della feni- 
lalanina diventa estremamente elevata come nella fe- 
nilchetonuria. 


È possibile generare blocchi metabolici 
mediante manipolazioni genetiche 
dei microorganismi 


[617 ]I primi studi metabolici portarono alla stupefa- 
cente scoperta che le vie metaboliche basilari erano 
essenzialmente identiche nella maggior parte degli or- 
ganismi. Questa uniformità metabolica ha favorito 
considerevolmente la definizione delle reazioni me- 
taboliche. Anche se una mutazione che inattiva o eli- 
mina un enzima della via metabolica che ci interessa 
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4. Prima che la-radioattività del prodotto [B*] sia mas- 
sima, il rapporto d[B*]/dt deve essere maggiore 
di zero, ma allo stesso tempo [A*] deve essere mag- 
giore di [B*]; cioè mentre la radioattività di un 
prodotto sta aumentando, il suo valore deve esse 
re inferiore alla radioattività del suo precursore. 

2. Quando [B*] è massima, d[B*1/dt=0 e quindi 
[A*]=[B*]; cioè, quando la radioattività di un pro- 
dotto è al suo punto massimo, deve essere uguale 
a quella del suo precursore. Ciò implica anche che 
la radioattività di un prodotto arrivi al punto mas- 
simo dopo il suo precursore. 

3. Quando [B*] inizia a diminuire, d(B*1/dt <0 e 
quindi [A*]<[B*]; cioè dopo che la radioattività 
di un prodotto è arrivata al punto massimo, essa 
deve restare più elevata di quella del suo precur- 
sore. 


Una determinazione della relazione precursore- 
prodotto tra alchil-acilglicerofosfolipide e plasmalo- 
geno, usando materiale di partenza marcato con !4C, 
ha stabilito che l’etere è il precursore e l’etere vinili- 
co è il prodotto (Fig. 15.16, Schema ID. 


Studi sul metabolismo con PVNMR 


[623]La produzione di magneti sufficientemente 
grandi da contenere animali o esseri umani ha reso 
possibile lo studio non invasivo delle vie metaboli- 
che con la tecnica dell’NMR. Quindi il **P può esse- 
re utilizzato per studiare il metabolismo energetico 
nel muscolo, monitorando i livelli di ATP, ADP, fo- 
sfato inorganico (Pi) e fosfocreatina (Fig. 17.17). È sta- 
to brevettato un sistema NMR con 31p per misurare 
l'efficienza metabolica muscolare e la massima po- 
tenza di cavalli da corsa mentre passeggiano o corro- 
no su un tapis-rulant per identificare gli animali più 
promettenti e valutare l’efficacia dei programmi nu- 
irizionali e di allenamento. Impiegherà molto ad ar- 
rivare un simile apparecchio adattato agli atleti? 
Gli atomi di metaboliti marcati specificamente con 
13C (che rappresenta soltanto l’1,1% del carbonio na- 
turale) consente di seguire il destino di questi atomi 
con l’NMR. In questo modo può essere determinata 
l’importanza relativa di vie metaboliche in competi- 
zione in particolari tessuti e in date circostanze fisio- 
logiche. Per esempio, usando il [13CHattato (il latta- 
to marcato nella posizione C(3) con !°C) e con acidi 
grassi marcati con 13C è stato possibile dimostrare 
che nei cuori di ratto in azione il 50% dell’acetil-CoA 
che entra nel ciclo dell’acido citrico (Ca- 
pitolo 19) deriva dagli acidi grassi (attraverso la 
B-ossidazione; paragrafo 23.2), il 26% dal lattato (at- 
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traverso la conversione a piruvato ad opera della lat- 
tato deidrogenasi, paragrafo 16.3A, e poi ad acetil 
CoA da parte della piruvato deidrogenasi, paragrafo 
49.2 e il rimanente da altri metaboliti, paragrafo 19.5). 
I°NMR !H comincia ad essere utilizzata per la de: 
terminazione di una varietà di metaboliti in tessuti 
come il cervello e il muscolo. i 


C. Organi isolati, 
cellule e organelli subcellulari 


Feza ] Oltre a comprendere la chimica e gli eventi ca- 
talitici che avvengono in ogni tappa di una via meta: - 
bolica è importante anche sapere dove una data via . 
ha luogo in un organismo. I primi ricercatori studia-.: 
rono il metabolismo nell’animale intero. Per esem- 
pio, la funzione del pancreas nel diabete fu scoperta 
da Frederick Banting e da George Best nel 1921: essi 
rimossero chirurgicamente questo organo e Osserva: 
rono che gli animali sviluppavano la malattia. 
I prodotti metabolici formati da un particolare or: 
gano possono essere studiati mediante perfusione: 
dell’organo oppure su fettine di tessuto. Nella per: 
fusione, viene rimosso da un animale un organo spe 
cifico e le sue arterie e le sue vene vengono collegate: 
a un sistema di circolazione artificiale. La composi- 
zione del materiale che entra nell’organo può essere 
quindi facilmente controllata e valutati i prodotti del. 
metabolismo dell’organo all’uscita. I processi meta- 
bolici possono essere studiati anche in fettine di tes 
suto, sufficientemente sottili da essere alimentate per 
diffusione libera una volta immerse in una soluzione 
contenente gli opportuni nutrienti. Otto Warburg usò 
per primo questa tecnica delle fettine di tessuto all’i- 
nizio del ventesimo secolo nei suoi studi sulla respi- 
razione, utilizzando anche un manometro per misu- 
rare la variazione del volume del gas in contatto con 
il tessuto, come conseguenza del consumo di ossigeno. 
Un dato organo o tessuto contiene in genere diver: 

si tipi di cellule. I separatori di cellule (cell sortersì 
sono strumenti che possono separare tra loro le cel: 
lule in base al tipo, una volta che esse sono state stac: 
cate le une dalle altre con trattamenti con tripsina 
e collagenasi che distruggono la matrice intercellula 
re che tiene unite le cellule nel tessuto. Questa tecni: 
ca consente di localizzare con una maggiore preci 
sione una certa funzione metabolica. È possibile cre: 
scere un singolo tipo di cellula in un terreno di col 
tura. Anche se le cellule coltivate possono in qual 
che caso perdere la loro funzione specializzata, son 
state sviluppate tecniche per mantenere in coltura. 
diversi tipi cellulari capaci ancora di esprimere le lo-. 
ro caratteristiche originali. : 


Funzione 


Ciclo dell'acido citrico, fosforilazione 
ossidativa, ossidazione degli acidi 


Mitocondrio 


grassi, demolizione degli amminoacidi 


Citosol Glicolisi, via del pentosio fosfato, sintesi 
degli acidi grassi, molte reazioni della. 
gluconeogenesi 

Lisosomi Digestione enzimatica dei componenti 
cellulari e del materiale ingerito 

Nucleo Replicazione del DNA, trascrizione, mo- 


dificazioni dell'RNA 

Modificazione post-sintesi delle protei- 
ne di membrana e di secrezione; for- 
mazione delle membrane plasmatiche 


Apparato di Golgi 


e delle vescicole di secrezione 


Reticolo Sintesi delle proteine legate alla mem- 
endoplasmatico brana e di secrezione 
ruvido 

Reticolo Sintesi dei lipidi e degli steroidi 
endoplasmatico 
liscio 

Perossisomi Reazioni ossidative catalizzate da ammi- 
(gliossisomi noacido ossidasi e dalla catalasi; rea- 
nelle piante) zioni del ciclo del gliossilato nelle 


piante 


_ n TE lE“ tem 


Negli eucarioti le vie metaboliche sono localizzate 
in vari organelli subcellulari (Tabella 15.2) (questi or- 
ganelli sono stati descritti nel paragrafo 1.2A). Per 


esempio, la fosforilazione ossidativa avviene nei mi-. 


tocondri, mentre la glicolisi e la sintesi degli acidi 
grassi hanno luogo nel citosol. Queste osservazioni 
sono state effettuate rompendo la cellula e frazionan- 
do il suo contenuto per centrifugazione differenziale 
(paragrafo 5.1B), seguita poi da una centrifugazione 
zonale attraverso un gradiente di densità di saccaro- 
sio oppure da una ultracentrifugazione all’equilibrio 
in gradienti di densità di CsCl; questi sistemi separa- 
no le particelle in base alle loro dimensioni ed alla 
loro densità (paragrafo 5.5B). Le frazioni cellulari ot- 
tenute vengono poi analizzate biochimicamente. 


4. TERMODINAMICA DEI COMPOSTI 
CONTENENTI FOSFATO 


[625]I processi endoergonici responsabili del mante- 
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nimento dello stato vivente sono favoriti dalle reazio- 
ni esoergoniche di ossidazione delle sostanze nutrien- 
ti. Questo accoppiamento è molto spesso mediato dalla 
sintesi di alcuni tipi di intermedi ad «alta energia» 


il cui consumo esoergonico guida i processi endoer- 


gonici. 

Questi intermedi rappresentano quindi una sorta 
di «moneta» universale sotto forma di energia libera 
che viene scambiata tra le reazioni che producono 
energia libera e quelle che invece la consumano. 

L’adenosina trifosfato (ATP; Fig. 15.18), che è 
presente in tutte le forme di vita, è l’intermedio ad 
«alta energia» che costituisce la forma più comune 
di «moneta» energetica intracellulare. 

Il suo ruolo centrale nel metabolismo è stato sco- 
perto per la prima volta nel 1941 da Fritz Lipmann 
e da Herman Kalckar. L’ATP è costituito da un grup- 
po adenosina a cui sono legati sequenzialmente tre 
gruppi fosforici (- PO?) mediante un legame fo- 
sfoestere che è seguito da due legami fosfoanidri- 
dici. 

L’adenosina difosfato (ADP) e il 5’-adenosina 
monofosfato (AMP) sono chimicamente simili al- 
PATP, ma contengono rispettivamente soltanto due 
gruppi fosforici ed un gruppo fosforico. 

In questo paragrafo analizzeremo la natura delle 
reazioni di trasferimento del gruppo fosfato, vedre- 
mo perché alcune di esse sono così esoergoniche e 
come mai le cellule consumano e rigenerano conti- 
nuamente l’ATP. 
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Figura 15.18 La struttura dell'ATP, che mostra fa sua relazione con 


l’ADP, l’AMP e con l’adenosina. | gruppi fosforici, partendo da quello 
legato all’AMP vengono indicati con a, 8 e y. Notate la differenza 


tra i legami fosfoesterici e fosfoanidridici. 
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468 Capitolo 15 


[629 ][630][631][632] 


gruppi fosforici elettron-attrattori della fosfoani- 
dride competono per gli elettroni 7 dell’atomo di 
ossigeno che forma il ponte tra i due gruppi: que- 
sta competizione è invece assente nei prodotti di 
idrolisi. In altre parole, la richiesta elettronica è 
meno soddisfatta nella fosfoanidride che nei suoi 
prodotti di idrolisi. 

2. Altrettanto importante è l’effetto destabilizzante 
della repulsione elettrostatica dei gruppi carichi 
della fosfoanidride in confronto ai suoi prodotti 
di idrolisi. Ad un pH fisiologico, l'ATP ha da tre 
a quattro cariche negative la cui mutua repulsio- 
ne elettrostatica viene in parte diminuita dall’ idro- 
lisi della molecola. 

3. Un'altra influenza destabilizzante, difficile da va- 
lutare, è data dalla minore energia di solvatazio- 
ne di una fosfoanidride rispetto ai suoi prodotti 
di idrolisi. Alcune misure tendono a indicare che 
questo fattore fornisce la più elevata forza trai- 
nante per l’idrolisi delle fosfoanidridi. 


Un'altra proprietà che rende 1’ ATP particolarmente 
idoneo come intermedio energetico deriva dalla rela- 
tiva stabilità cinetica dei suoi legami fosfoanidridici 
all’idrolisi. Molti tipi di anidridi vengono rapidamente 
idrolizzati una volta posti in una soluzione acquosa. 
I legami fosfoanidridici hanno però un’energia di at- 
tivazione insolitamente elevata. Di conseguenza, 
I’ATP è ragionevolmente stabile in condizioni fisio- 
logiche, ma viene idrolizzato rapidamente nelle rea- 
zioni catalizzate da enzimi. 


Altri composti ad «alta energia» 


[629 ]I composti riportati nella Tabella 15.3 con po- 
tenziali di trasferimento del gruppo fosforico più ne- 
gativi di quello dell'ATP presentano, in aggiunta a 
quelle già osservate, altre influenze destabilizzanti. 


1. Acil fosfati 


[630 ] L’idrolisi di acil fosfati (anidridi miste fosforico- 
carbossiliche), come ad esempio l’acetil fosfato e 
1’ 1,3-bisfosfoglicerato, 


Acetil fosfato 


| 
—203POCH,— CH—C—-0P0? 


1,3-bisfosfoglicerato 
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è favorita dalle stesse influenze di competizione per 
risonanza e dalla diversa solvatazione che operano 
nell’idrolisi delle fosfoanidridi. Apparentemente que- 
sti effetti sono. più pronunciati per gli acil fosfati che 
per le fosfoanidridi. 


2. Enol fosfati 


[631]L’elevato potenziale di trasferimento del grup- 
po fosforico degli enol fosfati come il fosfoenolpiru- 
vato (Fig. 15.19b) deriva dal fatto che il loro prodotto 
di idrolisi enolico è meno stabile della forma tauto- 
merica chetonica. 
Ammettiamo che la reazione di idrolisi di un enol 
fosfato avvenga in due tappe (Fig. 15.21). La tappa 
di idrolisi è soggetta alle forze trainanti discusse pri- 
ma. La conversione altamente esoergonica della for- 
ma enolica nella forma chetonica è quindi quella re- 
sponsabile dell’impeto termodinamico aggiuntivo che 


consente al fosfoenolpiruvato di fosforilare V’ADP e. 


formare ATP. 


3. Fosfoguanidine 


[632 ] L’alto potenziale di trasferimento del gruppo 
fosforico delle fosfoguanidine, come la fosfocrea- 
tina e la fosfoarginina, deriva in gran parte dalla 
competizione per risonanza nel loro gruppo guani- 


dinico, che è molto più pronunciata in questi com- 


posti che nelle fosfoanidridi (Fig. 15.22). Di conseguen- 
za, la fosfocratina può fosforilare l’ADP (vedi para- 
grafo 15.4C). 

I composti come il glucosio-6-fosfato oppure il 
glicerolo-3-fosfato, 


CHy0 POT 
H O, H CH,0H 
H X ] 
OH H cea 
HO OH _ 
CH30 POS 
H OH x 


a-D-glucosio-6-fosfato L-glicerolo-3-fosfato 

che stanno sotto l’ATP nella Tabella 15.3, non hanno 
una stabilizzazione per risonanza oppure una sepa- 
razione di carica significativamente diverse da quel- 
le dei loro prodotti di idrolisi. Le loro energie libere 
di idrolisi sono quindi più basse di quelle dei cosid- 
detti composti «ad alta energia». 


Introduzione al metabolismo 4697 
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UO05 COOE 
Idrolisi 30320; +H0 ==> COSE + HPO7 AG"'=-16 kJ- mol 
H7 Cu H HT Cr H 
Fosfoenol- 
piruvato 
Coo7 C00: | 
Tautomerizzazione Fama) —H ===> va (0) AG® =-46 kJ* mol" i I 
(6; H_-C-] 
ua” °Sg i H 
i H 
Piruvato Piruvato 
‘(forma enolica) (forma chetonica) 
coon 00 
Reazione complessiva an O-PO3 + Hs0 —cT> = O + HPO7 A G® =—61,9 kJ- mol"! 
Cc H-C-H 
H 


Figura 15.21 L’idrolisi del fosfoenolpiruvato. La reazione viene divisa 
in due tappe, l’idrolisi e la tautomerizzazione. 


C. Il ruolo dell'ATP 


[633] Come è riportato nella Tabella 15.3, l’ATP oc- 
cupa nella gerarchia termodinamica dei composti che 
possono trasferire gruppi fosforici una posizione in- 


st termedia. Ciò consente all’ATP di essere il punto di | 
Hal o 0 CO contatto tra i donatori di gruppi fosforici ad «alta ener- | 

lo) Xn P-0- gia» e gli accettori di gruppi fosforici a «bassa ener- I 

la i Ri gia» (Fig. 15.23). Esaminiamo ora lo schema biochi- 


| mico generale, che è alla base di questi trasferimenti. 
R In genere, le reazioni di trasferimento del gruppo 


R=CH>—C0s ; X= CH3  Fosfocreatina 


R=CH,—CHy—CH,—CH—C0; ; X= H 


Fosfoarginina 


| Figura 15.22 La competizione per risonanza nelle fosfoguanidine. 


AG®” di idrolisi (kJ mol-1) 


Figura 15.23 Il flusso dei gruppi fosforici dai donatori di gruppi fosfo- > 
rici ad alta energia, attraverso il sistema ATP-ADP, agli accettori di 
Bruppi fosforici a bassa energia. 
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[645][646][647] 


elevato turnover di ATP, hanno una riserva di ener- 
gia libera che serve a rigenerare molto rapidamente 
lPATP. Nei vertebrati questa funzione è svolta dalla 
fosfocreatina (Fig. 15.22), che viene sintetizzata me- 
diante la fosforilazione reversibile della creatina ad 
opera dell’ATP in una reazione catalizzata dalla crea- 
tina chinasi: 


ATP + creatina = fosfocreatina + ADP 
AG®'= + 12,6 kJ- mol7! 


Notate che questa reazione in condizioni standard 
è endoergonica; le concentrazioni intracellulari dei 
reattanti e dei prodotti sono tali da consentirle di ope- 
rare praticamente all’equilibrio (AG circa zero). Quan- 
do la cellula è in uno stato di quiescenza, la concen- 
trazione di ATP è relativamente elevata e la reazio- 
ne procede verso la sintesi della fosfocreatina; quan- 
do l’attività metabolica è invece pronunciata, la con- 
centrazione di ATP si abbassa e l’equilibrio si sposta 
verso la sintesi di ATP. La fosfocreatina funziona 
quindi come un «tampone» per l’ATP nelle cellule in 
cui è presente l’enzima creatina chinasi. Normalmente 
un muscolo scheletrico a riposo di un vertebrato ha 
una quantità di fosfocreatina sufficiente a rifornirlo 
di energia libera per alcuni minuti (ma soltanto per 
alcuni secondi in condizioni di massimo sforzo). Nei 
muscoli di alcuni invertebrati, come le aragoste, le 
stesse funzioni sono svolte dalla fosfoarginina. Le fo- 
sfoguanidine vengono indicate nel loro insieme con 
il termine di fosfageni. 


5. REAZIONI DI OSSIDO-RIDUZIONE 


[645] Le reazioni di ossido-riduzione, processi in 
cui si ha il trasferimento di elettroni, hanno un’im- 
portanza biochimica immensa; esse sono la fonte del- 
la maggior parte dell’energia libera che i sistemi vi- 
venti utilizzano. Nella fotosintesi (Capitolo 22), la CO 
viene ridotta (acquista elettroni) e 1'H30 viene ossi- 
data (perde elettroni) per generare carboidrati ed O, 
in un processo endoergonico che riceve l’energia ne- 
cessaria dalla luce. Nel metabolismo aerobico che av- 
viene in molti eucarioti e procarioti, la reazione foto- 
sintetica complessiva è praticamente rovesciata e l’e- 
nergia viene ricavata dall’ossidazione dei carboidrati 
e di altre sostanze nutrienti per formare l’ATP (Ca- 
pitolo 20). Il metabolismo anaerobico genera invece 
lPATP, anche se con una resa minore, mediante 
l’ossido-riduzione intramolecolare di varie molecole 
organiche, come ad esempio nella glicolisi (Capitolo 
16) oppure in alcuni tipi di batteri anaerobici, me- 
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diante l’uso di agenti ossidanti che non utilizzano 
lO: come il solfato e il nitrato. In questo paragrafo 
vedremo la termodinamica delle reazioni di ossido- 
riduzione, per comprendere gli aspetti quantitativi 
di questi processi biochimici di cruciale importanza. 


A. L'equazione di Nernst 


[646 | Le reazioni di ossido-riduzione (note anche co- 
me reazioni redox) sono simili ad altri tipi di rea- 
zioni chimiche in cui si ha il trasferimento di un grup- 
po funzionale. Per esempio, l’idrolisi trasferisce un 
gruppo funzionale all’acqua. Nelle reazioni di ossido- 
riduzione i «gruppi» trasferiti sono gli elettroni che 
passano da un donatore di elettroni (agente ridu- 
cente o semplicemente riducente) a un accettore 
di elettroni (agente ossidante o ossidante). Nella 
reazione 


Fe3+ + Cut == Fe?+ + Cu?+ 


il Cu*, il riducente, viene ossidato a- Cu?+ mentre 
il Fe*, l’ossidante, viene ridotto a Fe?+. 

Le reazioni redox possono essere divise in due 
semi-reazioni o in due coppie redox: 


Felt +e == Fe2+ 


Cut == Cu?t +e 


(riduzione) 


(ossidazione) 


la somma delle due reazioni ci dà la reazione com- 
plessiva riportata sopra. Queste semi-reazioni hanno 
luogo durante il metabolismo ossidativo nel traspor- 
to mitocondriale degli elettroni mediato dalla cito- 
cromo c ossidasi (paragrafo 20.2C). Notate che per 
trasferire gli elettroni è necessario che le due reazio- 
ni avvengano contemporaneamente. Infatti gli ‘elet- 
troni sono l’intermedio comune delle due semi- 
reazioni. 


Celle elettrochimiche 


[ 647 ] Una semi-reazione è costituita da un donatore 
di elettroni e dal suo accettore coniugato di elettroni; 
nella semi-reazione di ossidazione mostrata prima, 
il Cu* è il donatore di elettroni e il Cu?+ è l’accetto- 
re coniugato di elettroni. Insieme esse costituiscono 
una coppia redox coniugata analoga alla coppia 
acido-base coniugata (HA e A) di un acido di Brpn- 
sted (paragrafo 2.2 A). Esiste però una differenza im- 
portante tra questi due tipi di coppie e cioè le due 
semi-reazioni di una reazione redox, ognuna forma- 
ta da una coppia redox coniugata, possono essere fi- 


bip lidi li 


Figura 15.26 Un esempio di cella elettrochimica. La semicella che 
sta subendo l'ossidazione (il Cu* che diventa Cu°* +e”) passa gli 
elettroni liberati attraverso il cavo di connessione alla semicella in 
cui si ha la riduzione (Fe?* +e7 che diventa Fe?*). L'elettroneutra- 
lità nelle due semicelle viene mantenuta dal passaggio di ioni attra- 
verso il ponte salino contenente un elettrolita. 


sicamente separate per formare una cella elettro- 
chimica (Fig. 15.26). In questo apparecchio, le due 
semi-reazioni avvengono in semicelle separate e gli 
elettroni passano da una semicella all’altra come una 
corrente elettrica in un filo metallico che collega gli 
elettrodi immersi nelle semicelle. Per completare il 
circuito elettrico e per fornire un condotto attraver- 
so cui gli ioni possano migrare per mantenere la neu- 
tralità elettrica è necessario impiantare anche un pon- 
te salino tra le due semicelle. 

È particolarmente facile misurare l’energia libera 
di una reazione di ossido-riduzione determinando la 
differenza di voltaggio che si stabilisce tra le due se- 
micelle. Prendiamo in considerazione la reazione re- 
dox generale: 


6% + Brid Aria + BEÈ, 


in cui vengono trasferiti n elettroni per mole di ri- 
ducente (Bria) all’ossidante (At). L'energia libera di 
questa reazione viene espressa, in base all’equazione 
[3.15], da 


È nt 
AG=AG°+RT In|lAsalbes! 


[15.2] 
[AGSSBrial 


L’equazione [3.12] stabilisce che, in condizioni rever- 
sibili, 
AG=Ww'=Wwg [15.3] 


dove w', il lavoro non di tipo volume-pressione, cor- 
risponde in questo caso a wai, il lavoro elettrico ne- 
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cessario per trasferire n moli di elettroni attraverso 
una differenza di potenziale elettrico di A£ In ac- 
cordo con la legge dell’elettrostatica, abbiamo 


We] nFAL [15.4] 
dove $£ il faraday, è la carica elettrica di una mo- 
le di elettroni (1 # =96,494 C-mol-!=96,494 
J:V7!mol-!). Sostituendo l’equazione [15.4] nell’e- 
quazione [15.3]. 

AG=-n FA [15.5] 
Combinando le equazioni [15.2] e [15.5] e sostituendo 
per AG°, otteniamo l’equazione di Nernst: 


n 

As n00-RI In (Areleali rise 

NF \[A5S IBreal 
che è stata formulata nel 1881 da Walther Nernst. 
In questa equazione, A la forza elettromotrice 
(fem) oppure potenziale redox, viene descritta co- 
me una pressione di elettroni che può essere eserci- 
tata da una cella elettrochimica. La grandezza A£°, 
il potenziale redox quando tutti i componenti sono 
nei loro stati standard, viene detto potenziale re- 
dox standard. Se questi stati standard si riferiscono 
a stati standard biochimici (paragrafo 3.4B), A£° de- 
ve essere sostituito con A.£#°”. Notate che un valore 
positivo di A #nell’equazione [15.5] comporta un va- 
lore di AG negativo; in altre parole, un valore di A£ 
positivo è un indice della spontaneità di una reazio- 
ne, cioè una reazione che può avvenire. 


B. Misure dei potenziali redox 


[648] Le variazioni di energia libera di una reazione 
redox possono essere determinate, come indica l’e- 
quazione [15.5], misurando semplicemente il poten- 
ziale redox con un voltmetro (Fig. 15.26). Le misure 
di voltaggio vengono usate comunemente per carat- 
terizzare la sequenza delle reazioni che costituisco- 
no una via di trasporto degli elettroni (come accade 
per esempio nel metabolismo ossidativo; Capitolo 20). 

Ogni reazione redox può essere divisa nelle sue due 
semi-reazioni che la compongono: 


At + ne7 =" Aria 


Bri + ne? == Bia 


dove per convenzione le semi-reazioni vengono scritte 
sotto forma di riduzioni. A queste semi-reazioni può 
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OH + apiapeisse = _37 + +H£+ 012199). 

Hi == -3+4H. 

_ogeLInngiIssospi-g —= _97 + HZ + - 0JE1ADLOPIY 
eulaIsio 7 == _97++HZ+PUNSIÒ . 

HAdOYN == -97+4+H++dO0VN:: 

HOVN == -97++Ht+0VN : 

0210dIjo1piip Opioe == _37 + +HZ+0210d!| OPPV 
SH == -97++H7+S. 


(01eqi; ewIZUS02) H(W4a == -87++H7+0VI 


ojouma —= _37 + + H7 + 9piapjel92vV . 

- gene] —= _37++HZ7 + - OPANIId.; 

-ogEjpewi — _97++H7+ _0]eISIE]PSsO 
(@ugjodone, 3[[au) *HOv4 == -27++H7+0V1: 


_OJEUIDINS —= _37 + HZ + - OPSEWUNA 
ojouiypign —= _37 + +HZ + uUoUnpPIAN 


(G[ELIpuodOzL) (.,94) Q OWOIDONI = _3+(,594) 9 OUWIOIDONI : 
(+,94)!19 OWIOIDONI == _3+(4594) ! OWIOISONI 


(4784) 2 OWOIDONI —= _3+(494) 2 0UI0190}! 
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che gli organismi viventi possono evadere le leggi 
della termodinamica. Queste idee furono però smen- 
tite da tutta una serie di elaborate misure calorime- 
triche su animali viventi che confermarono come i 
processi in questi organismi erano in accordo con 
le predizioni sulla conservazione dell’energia della 
prima legge della termodinamica. La verifica speri- 
mentale della seconda legge della termodinamica nei 
sistemi viventi è molto difficile. Non è stato possibi- 
le misurare l’entropia della materia vivente in quanto 
il calore gp di una reazione a T e P costanti è ugua- 
le a TAS soltanto se la reazione avviene reversibil- 
mente (Equazione [3.8)). Lo smantellamento di un 
organismo vivente nei suoi componenti molecolari 
per poter effettuare queste misure comporta ovvia- 
mente la sua morte. Lo stato delle conoscenze speri- 
mentalmente verificate a tutt'oggi ci dice che l’en- 
tropia della materia vivente è minore di quella dei 
suoi prodotti. 

In questo paragrafo esamineremo gli aspetti spe- 
ciali della termodinamica dei sistemi viventi. Le co- 
noscenze su questo argomento, anche se non sono 
ancora complete, ci hanno permesso di comprende- 
re come vengono regolate le vie metaboliche, come 
le cellule rispondono a stimoli esterni e come gli or- 
ganismi crescono e si modificano con il tempo. 


A. | sistemi viventi 
non possono essere all'equilibrio 


[652 ] La termodinamica classica o dei sistemi al- 
l’equilibrio (Capitolo 3) si applica ai processi rever- 
sibili in sistemi chiusi. Il destino di ogni sistema chiu- 
so, come abbiamo visto nel paragrafo 3.4A, è quello 
di raggiungere inevitabilmente l’equilibrio. Per esem- 
pio, se un reagente è presente in eccesso, la reazione 
procederà nella direzione verso destra (in avanti) fi- 
no a che non viene raggiunto l’equilibrio (AG=0). 


Al contrario, i sistemi aperti possono restare in uno- 


: stato non all’equilibrio fino a quando sono in grado 
di acquisire energia libera dall'ambiente circostante 
sotto forma di reagenti, calore oppure lavoro. La ter- 
modinamica classica ci fornisce le informazioni per 
studiare se in un sistema aperto un dato processo 
può avvenire spontaneamente, ma se vogliamo ap- 
profondire l’analisi dei sistemi aperti è necessario in- 
vece applicare i principi, formulati solo di recente, 
della termodinamica dei sistemi non all’equili- 
brio oppure irreversibile. Al contrario della ter- 
modinamica classica, questa teoria tiene conto anche 
del tempo. 

Gli organismi viventi sono sistemi aperti e quindi 


non possono essere mai all’equilibrio. Essi ingerisco- 


no continuamente nutrienti a bassa o alta entropia, . 


che poi convertono in prodotti a bassa o alta entro-- 
pia. L'energia libera che viene generata da questi pro- 
cessi viene usata per produrre lavoro e l’alto grado 


di organizzazione caratteristico della vita. Se questo. 


rocesso si interrompe, l’organismo alla fine raggiun. 
> 


e l’equilibrio che per la materia vivente è sinonimo. 
P : 


di morte. Per esempio, una teoria sull’invecchiamen. 
»} 


to dice che la senescenza dipende dall’accumulo ca. : 


suale, ma inevitabile, nella cellula di difetti genetici 


che interferiscono e alla fine danneggiano il corretto. 
funzionamento dei processi connessi alla vita. (La teo-. 


ria non spiega però come mai gli organismi a cellula 
singola o le cellule germinali degli organismi multi- 
cellulari, che sono in effetti immortali, possono sfug: 


gire a questo destino chiamato catastrofe di errori.).: 


I sistemi viventi devono mantenere il loro stato non: 
all’equilibrio per diverse ragioni: 


1. Soltanto un processo non all’equilibrio può effet. 
tuare un lavoro utile. . 

2. Le intricate funzioni regolatrici che sono caratte 
ristiche della vita richiedono uno stato non all’e 
quilibrio, in quanto un processo all’equilibrio non 


può essere diretto in nessuna direzione specifica . 


(come una nave ferma non risponde più al timo: 
ne). 

3. I complessi sistemi cellulari e molecolari che par: 
tecipano ai processi biologici possono essere man: 


tenuti solo in uno stato non all’equilibrio. I siste- 


mi viventi sono instabili in quanto vengono de- 
gradati dalle reazioni biochimiche che essi stessi. 
promuovono. La loro rigenerazione, che è di soli 
to praticamente simultanea alla degradazione, ne- 


cessita di un continuo afflusso di energia libera. 


Per esempio, il consumo di glucosio, che serve: 
a generare ATP (paragrafo 16.2), inizia, come ab- 


biamo visto prima, con l’utilizzo di ATP nelle rea. 
zioni che convertono il glucosio a glucosio-6-fosfato:. 
e il fruttosio-6-fosfato a fruttosio-1,6-bisfosfato.. 
Quindi se il metabolismo viene sospeso per uni: 


tempo sufficientemente lungo da esaurire qualun 
que rifornimento di ATP, il metabolismo del glu 
cosio non potrà prendere avvio. La vita differisce 
perciò in modo sostanziale da una macchina com: 
plessa come un computer. Entrambi richiedono 
un continuo flusso di energia libera per essere at 
tivi. La funzione della macchina è basata su una 
struttura statica e quindi quest’ultima può essere 
ripetutamente spenta e accesa senza danni. La vi 

ta, al contrario, è basata su processi di auto* 
distruzione e di auto-rigenerazione che una volta 
interrotti non possono ricominciare. 


dum 
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B. La termodinamica dei sistemi 
non all'equilibrio e lo stato stazionario 


[653] Nei processi non all’equilibrio, qualche cosa 
(materia, cariche elettriche oppure calore) deve flui- 
re cioè cambiare la sua distribuzione spaziale. Nella 
meccanica classica, l'accelerazione di una massa è una 
‘risposta all’applicazione di una forza. Analogamen- 
te, i flussi nei sistemi termodinamici sono il risulta- 
to di una forza termodinamica (forza motrice) 
che deriva dallo stato non all’equilibrio del sistema. 
Per esempio, il flusso di materia nella diffusione è 
guidato dalla forza termodinamica di un gradiente 
di concentrazione; la migrazione di una carica elet- 
trica (una corrente elettrica) si ha in risposta ad un 
gradiente in un campo elettrico (una differenza di 
potenziale); il trasporto di calore avviene in funzio- 
ne di un gradiente termico; una reazione chimica 
è invece il risultato di una differenza nel potenziale 
chimico. Questi flussi vengono detti coniugati alla 
loro forza termodinamica. In particolari condizioni 
una forza termodinamica può innescare anche flus- 
si non coniugati. Per esempio, un gradiente di con- 
centrazione può dare origine a una corrente elettri- 
ca, allo sviluppo di calore (come quando si mescola- 
no acido cloridrico e acqua) oppure a reazioni chi- 
miche (la produzione mitocondriale di ATP è accop- 
piata alla dissipazione di un gradiente di protoni). 
Un gradiente in un potenziale elettrico può genera- 
re un flusso di materia (elettroforesi), calore (il ri- 
scaldamento delle resistenze) oppure una reazione 
chimica (la carica di una batteria). Quando una for- 
za termodinamica stimola un flusso non coniugato 
il processo viene detto trasduzione energetica. 


I sistemi viventi mantengono lo stato staziona- 


T1O 


[654] I sistemi viventi sono caratterizzati, almeno per 
la maggior parte, dal fatto di essere nello stato sta- 
zionario. Ciò significa, però, che tutti i flussi del 
sistema sono costanti ed il sistema stesso non varia 
nel tempo. Alcuni processi ambientali allo stato sta- 
zionario sono illustrati nella Fig. 15.27. Ilya Prigogi- 
ne, un pioniere nello studio della termodinamica ir- 
reversibile, ha dimostrato che un sistema allo stato 
stazionario produce la massima quantità di lavoro 
utile per una data spesa energetica nelle condizioni 
più favorevoli. Lo stato stazionario di un sistema 
aperto corrisponde quindi allo stato con la massima 
efficienza termodinamica. In analogia con il princi- 
pio di Le Chatelier, piccole perturbazioni dello stato 
stazionario danno origine a variazioni nei flussi tali 


da opporsi a queste perturbazioni e indurre il siste- 
ma a ritornare alla stato iniziale. Lo stato staziona- 
rio di un sistema aperto è quindi analogo allo stato 
all’equilibrio di un sistema chiuso; entrambi gli stati 
sono stabili. 

Nei capitoli seguenti vedremo che molti dei mec- 
canismi biologici di regolazione agiscono mantenen- 
do lo stato stazionario. Per esempio, il flusso degli 
intermedi di una reazione all’interno di una via me- 
tabolica viene spesso inibito da un eccesso del pro- 
dotto finale e stimolato da un eccesso del materiale 


‘ di partenza mediante la regolazione allosterica dei 


suoi enzimi chiave (paragrafo 12.4). I sistemi viventi 
si sono forse evoluti in modo da trarre il massimo 
vantaggio termodinamico dal loro ambiente. 


C. Termodinamica dei controlli metabolici 


Gli enzimi catalizzano selettivamente 
le reazioni richieste 


[655 ]Le reazioni biologiche sono altamente specifi- 
che; soltanto le velocità delle reazioni che fanno par- 
te delle vie metaboliche sono apprezzabili, anche se 
molte altre reazioni sono termodinamicamente pos- 
sibili. Come esempio, guardiamo le reazioni che av- 
vengono tra glucosio, ATP e acqua. Le due reazioni 
termodinamicamente favorevoli che l’ATP può su- 


| bire sono il trasferimento di un gruppo fosforico per 


formare ADP e glucosio-6-fosfato e la reazione di 
idrolisi ad ADP e P; (Fig. 15.19a). Le variazioni di 
energia libera di queste reazioni sono riportate nel- 
la Figura 15.28. L’idrolisi dell'ATP è termodinami- 
camente favorita rispetto al trasferimento del grup- 
po fosforico al glucosio. Le loro velocità relative so- 
no però stabilite dall’energia libera di attivazione dei 
loro stati di transizione (i valori di AG*; paragrafo 
13.1C) e dalle concentrazioni di glucosio e dell’ac- 
qua. Più grande è il valore di AG*, minore è la ve- 
locità della reazione. In assenza di enzimi, il AG per 
la reazione di trasferimento del gruppo fosforico al 
glucosio è più grande di quello della reazione di idro- 
lisi e quindi quest’ultima sarà quella predominante 
(anche se nessuna delle due reazioni avverrà ad una 
velocità biologicamente significativa). 

Le barriere energetiche delle due reazioni non enzi- 
matiche sono molto più elevate di quella del trasferi 
mento del gruppo fosforico catalizzato da un enzima. 
Quindi la formazione enzimatica del glucosio-6-fosfato 
è termodinamicamente favorita rispetto all’idrolisi 
non enzimatica dell'ATP. La funzione di un enzima, 
in questo caso l’esochinasi, è quella di ridurre seletti- 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


[658] Le vie metaboliche sono serie di reazioni enzi- 
matiche consecutive che producono specifici prodotti 
| per i fabbisogni di un organismo. L’energia libera ri- 
lasciata dalle degradazioni (catabolismo) viene, me- 
diante l’intermediazione dell’ATP e del NADPH, usa- 
ta per guidare i processi endoergonici di biosintesi 
gono convertiti nell’intermedio comune acetil-CoA, il 
cui gruppo acetile viene poi ossidato a CO e H:0 at- 
traverso l’azione del ciclo dell’acido citrico e della fo- 
sforilazione ossidativa. Sono necessari per le biosin- 
tesi all’interno di un organismo un numero relativa- 
mente piccolo di materiali di partenza. Le vie meta- 
boliche hanno quattro caratteristiche principali: (1) 
le vie metaboliche sono irreversibili e quindi se due 
metaboliti sono interconvertibili, la via di sintesi che 
porta dal primo al secondo deve differire dalla via 
che dal secondo porta al primo; (2) ogni via metaboli- 
ca ha una prima tappa di comando esoergonica; (3) 
tutte le vie metaboliche sono regolate, di solito a livel- 
lo della prima tappa di comando; (4) negli eucarioti 
le vie metaboliche avvengono in specifici compartimen- 
ti subcellulari. 

Quasi tutte le reazioni metaboliche sono comprese 
in quattro categorie: (1) reazioni di trasferimento di 
gruppo; (2) reazioni di ossido-riduzione; (3) elimina- 
zioni, isomerizzazioni e riarrangiamenti; (4) reazioni 
che rompono o producono legami carbonio-carbonio. 
Molte di queste reazioni coinvolgono rotture o forma- 
zioni eterolitiche del legame, che hanno luogo mediante 
l’attacco di nucleofili su atomi di carbonio elettrofili- 
ci. Le reazioni di trasferimento di gruppo comporta- 
no il trasferimento di un gruppo elettrofilico da un 
nucleofilo a un altro. I principali gruppi elettrofilici 
che vengono trasferiti sono i gruppi acili, i gruppi fo- 
sforici e i gruppi glicosidici. I più comuni nucleofili 
sono i gruppi amminici, ossidrilici, imidazolici e sul- 
fidrilici. Le reazioni di ossido-riduzione avvengono at- 
traverso la perdita o l’acquisto di elettroni. L’ossida- 
zione a livello di un atomo di carbonio coinvolge la 
rottura di un legame C—-H con la perdita da parte 
del C dei due elettroni di legame e il loro trasferimen- 
to a un accettore di elettroni come il NAD*. L’accet- 
tore terminale di elettroni negli organismi aerobici è 
l’O:. Le reazioni di eliminazione sono quelle in cui 
viene creato un doppio legame C=C da due centri sa- 
turi con la perdita di H,0, NHz, ROH oppure RNH;. 
.Le reazioni di deidratazione sono le reazioni di elimi- 
nazione più comuni. Le isomerizzazioni coinvolgono 
lo spostamento di doppi legami all’interno della mo- 
lecola. I riarrangiamenti sono reazioni biochimiche 
non comuni in cui vengono rotti legami C—C intra- 
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molecolari e vengono poi riformati per produrre un 
nuovo scheletro carbonioso. Le reazioni che formano 
o rompono legami C—C sono le basi del metabolismo 
sia degradativo che biosintetico. Nella direzione della 
sintesi, le reazioni comprendono l’attacco di un car- 
banione nucleofilico su un atomo di carbonio elettro- 
filico. Il più comune atomo di carbonio elettrofilico 
è il carbonio carbonilico, mentre i carbanioni ven- 
gono in genere prodotti dalla rimozione di un pro- 
tone da un atomo di carbonio adiacente ad un grup- 
po carbonilico oppure per decarbossilazione di un 
B-chetoacido. 

Gli approcci sperimentali utilizzati per chiarire le 
vie metaboliche comprendono anche l’uso di inibitori, 
studi di crescita e di genetica biochimica. Gli inibitori 
metabolici bloccano le vie a livello di tappe enzimati- 
che specifiche. L’identificazione degli intermedi che si 
accumulano chiarisce il procedere della via. Le muta- 
zioni che accompagnano le malattie genetiche o che 
possono essere indotte nei microorganismi per muta- 
genesi, esposizione ai raggi X oppure per ingegneria 
genetica, possono produrre la perdita o l’inattivazio- 
ne di un enzima. Quando la marcatura isotopica vie- 
ne incorporata in uno dei metaboliti che vengono uti- 
lizzati da un metabolismo, è possibile poi seguire il 
suo destino mediante la distribuzione della marcatu- 
ra nei vari intermedi. Gli studi su organi isolati, fetti- 
ne di tessuto, cellule e organelli subcellulari hanno 
contribuito enormemente a individuare la localizza- 
zione delle vie metaboliche. 

L’energia libera viene fornita ai processi endoer- 
gonici dall’ATP prodotto durante i processi meta- 
bolici esoergonici. Il valore del AG°' di idrolisi di 
— 30,5 k7- mol-! dell’ATP è intermedio tra quello dei 
metaboliti «ad alta energia» come il fosfoenolpiruva- 
to e quello dei metaboliti «a bassa energia» come il 
glucosio-6-fosfato. I gruppi fosforici «ad alta energia» 
vengono trasferiti all’ATP, il quale in una reazione 
successiva fosforila i composti «a bassa energia». 


L’ATP può subire anche una rottura pirofosforica che - 


genera PP;, la cui idrolisi fornisce poi ulteriore impe- 
to termodinamico alla reazione. L’ATP è presente per 
troppo poco tempo per funzionare come riserva ener- 
getica. Questa funzione nel sistema nervoso e nei mu- 
scoli dei vertebrati è svolta dalla fosfocreatina, che 
in condizioni di basse concentrazioni di ATP, trasfe- 
risce rapidamente il suo gruppo fosforico all’ADP per 
generare ATP. 

Le semi-reazioni di una reazione complessiva redor 
possono essere fisicamente separate e formare una 
cella elettrochimica. Il potenziale di riduzione per la 
reazione di riduzione di A ad opera di B, 


nc 


Introduzione al metabolismo 481 


© 83-08-10538-5 


Ass + Brid =" Arid + B6& 
in cui n, il numero di elettroni che vengono trasferiti, 
è dato dall’equazione di Nernst 


RT 
AG3A G_— 
n 


[AGSI[Brial 

La variazione del potenziale di riduzione di questa 
reazione è correlata ai potenziali di riduzione dei com- 
ponenti delle sue semi-reazioni, & ed £, dalla re- 
lazione 

AS G- 6 

Se G>, AZZ ha un’affinità per gli elettroni su- 
periore a quella di Bg. La scala dei potenziali di ri- 
duzione viene definita fissando arbitrariamente il po- 
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1. La via glicolitica 
A. Introduzione storica 
B. Uno sguardo. alla via 


2. Le reazioni della glicolisi 

A. Esochinasi: la prima utilizzazione dell'ATP 

B. Fosfoglucosio isomerasi 

C. Fosfofrutto chinasi: la seconda utilizzazione dell'ATP 

D. Aldolasi 

E. Triosiofosfato isomerasi 

F. Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi: la prima formazione di 
un intermedio ad «alta energia» 

G. Fosfoglicerato chinasi: la prima generazione di ATP 

H. Fosfoglicerato mutasi 

I. Enolasi: la seconda formazione di un intermedio ad «alta ener- 
gia» 

L. Piruvato chinasi: seconda formazione di ATP 


3. Fermentazione: il destino anaerobico del piruvato 
A. Fermentazione omolattica 
B. Fermentazione alcolica 
C. Energetica della fermentazione 


4. Controllo del flusso metabolico 
A. Generazione del flusso 
B. Controllo della glicolisi nel muscolo 


5. Metabolismo degli esosi diversi dal glucosio 
A. Fruttosio 
B. Galattosio 
C. Mannosio 
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Glicolisi 


[660] Iniziamo la nostra discussione sulle specifiche 
vie metaboliche, prendendo in considerazione la gli- 
colisi (dal greco: glycos, dolce; lysis, staccare), la via 
mediante cui il glucosio viene convertito in piruva- 
to attraverso l’intermedio fruttosio-1,6-bisfosfato, 
con la concomitante generazione di due molecole di 
ATP per molecola di glucosio. Questa sequenza di 
dieci reazioni enzimatiche, che costituiscono proba- 
bilmente la via biochimica meglio conosciuta, gioca 
un ruolo fondamentale nel metabolismo energetico, 
producendo una significativa quantità di energia ne- 
cessaria a molti tipi di organismi e preparando il glu- 
cosio e altri carboidrati a una degradazione ossidati- 
va completa. Nel nostro studio della glicolisi cerche- 
remo di comprenderne le caratteristiche a quattro 
livelli distinti: 


1. Le tappe chimiche di interconversione, cioè la se- 
quenza delle reazioni mediante le quali il gluco- 
sio viene convertito nel prodotto finale della via. 

2. Il meccanismo della conversione, catalizzata da 
enzimi, di un intermedio della via in quello suc- 
cessivo. 

3. L’energetica delle conversioni. 

4. I meccanismi che controllano il flusso (la velocità 
del flusso) dei metaboliti lungo la via. 


Il flusso dei metaboliti attraverso la via è sensibile 
alla necessità che l'organismo ha dei prodotti della 
via stessa. Il flusso di una via metabolica è alla fine 
soltanto quello richiesto, mediante una rete di mec- 
canismi di controllo particolarmente complessa. 


1. LA VIA GLICOLITICA 


[661] Nella Fig. 16.1 è riportato uno schema del me- 
tabolismo del glucosio. In condizioni aerobiche, il pi- 
ruvato formato nella glicolisi viene ulteriormente 0s- 
sidato dal ciclo dell’acido citrico (Capitolo 19) e dalla 
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Glicolisi 


=> 


Glucosio 


2ADP 2NAD* 
+2P; \ ( 


Fruttosio-1,6- 
bisfosfato 


2ATP di ta 2NADH 


2Piruvato 
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Ossidazione aerobica 


Fermentazione I Fermentazione, 
anaerobica anaerobica. 
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Figura 16.2 Fotografia al microscopio elettronico di cellule di lievito. 
(Biophoto Associates.) 


CR 


Figura 16.1 La glicolisi converte il glucosio in piruvato e genera due 
molecole di ATP. In condizioni anaerobiche, la fermentazione alcoli- 
ca avviene nel lievito mentre la fermentazione omolattica avviene 
nel muscolo. In condizioni aerobiche, il piruvato viene ossidato a 
CO; e acqua dal ciclo dell'acido citrico (Capitolo 19) e dalla fosfori- 
lazione ossidativa (Capitolo 20). 


fosforilazione ossidativa (Capitolo 20) a CO. e acqua. 
In condizioni anaerobiche, il piruvato viene invece con- 
vertito in un prodotto finale ridotto, che nel muscola 
è il lattato (fermentazione omolattica; la fermen- 
tazione è un processo biologico anaerobico) e nel lievi- 
to è l’etanolo e la CO; (fermentazione alcolica), 


A. Introduzione storica 


[662 ] La fermentazione del glucosio a etanolo e CO, 
da parte del lievito è stato un processo utilizzato fin 
dagli albori della storia (sia la produzione del vino 
che quella della birra la utilizzano). La ricerca scien- 
tifica sul meccanismo della glicolisi cominciò però sol- 
tanto nella seconda metà del secolo scorso (Fig. 16.2). 
Negli anni tra il 1854 e il 1864, Louis Pasteur stabilì 
che la fermentazione viene causata da microorgani- 
smi, ma fu solo nel 1897 che Eduard Buchner dimo- 
strò che estratti privi di cellule preparati dal lievito 
potevano anch’essi produrre questo processo. Que- 
sta scoperta non venne presa in considerazione da 
coloro che pensavano che la fermentazione e tutti 
gli altri processi biologici fossero dovuti a una «forza 
vitale» presente solo nella materia vivente; queste no- 
zioni invece riportavano la glicolisi, e gli altri pro- 
cessi biochimici, sotto il controllo della chimica nor- 
male. Questa scoperta rappresenta il principale svi- 
luppo della biochimica come scienza autonoma. An- 
che se, in linea di principio, l’uso di estratti privi 
di cellule consentiva una sistematica «dissezione» delle 
reazioni coinvolte in una via, la delucidazione com- 
pleta della via glicolitica fu un progetto a lungo ter- 
mine, in quanto le tecniche analitiche per lo studio 
e l’identificazione degli intermedi metabolici e degli 
enzimi non erano ancora disponibili. 

Negli anni tra il 1905 e il 1910, Arthur Harden e 
William Young fecero due importanti scoperte. 


1. Il fosfato inorganico è necessario per la fermenta- 
zione e viene incorporato nel fruttosio-1,6-bisfo- 
sfato, un intermedio del processo. 

2. Gli estratti privi di cellule possono essere separati 
mediante dialisi in due frazioni, entrambe neces- 
sarie alla fermentazione: una frazione non dializ- 
zabile instabile al calore, che essi chiamarono zi- 
masi, e una frazione dializzabile stabile al calore, 
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488 Capitolo 16 


i Massa 
Enzima Fonte pra ii della subunità Cofattori 
molecolare (kD) 
Esochinasi Tessuto di mammifero Monomero 100 
Glucochinasi Fegato di mammifero Monomero 50 
Fosfoglucosio isomerasi (PGl) Muscolo di coniglio Dimero 61 
Fosfofrutto chinasi (PFK) Muscolo di coniglio Tetramero 78 
Aldolasi Muscolo di coniglio Tetramero 40 
Triosiofosfato isomerasi (TIM) Muscolo di pollo Dimero 27 
Gliceraldeide-3-fosfato Muscolo di coniglio Tetramero 37 NAD* 
deidrogenasi (GAPDH) 

Fosfoglicerato chinasi (PGK) Muscolo di coniglio Monomero 64 Mg?* 
Fosfoglicerato mutasi (PGM) Muscolo di coniglio Dimero 27 2,3-BPG 
Enolasi Muscolo di coniglio Dimero 41 Mg?+ 
Piruvato chinasi (PK) Muscolo di coniglio Tetramero 57 Mg?+,K* 
Lattato deidrogenasi (LDH) Muscolo di granchio Tetramero 35 NAD+ 
Piruvato decarbossilasi Lievito Tetramero 44 TPP 
Alcol deidrogenasi (ADH) Lievito Dimero 37 NAD* 
Alcol deidrogenasi (ADH) Fegato di mammifero Dimero 41 NAD+, Zn?+ 


piruvato con la concomitante generazione di quattro 
molecole di ATP. La glicolisi ha quindi un «profitto» 
netto di due ATP per glucosio: la Fase I consuma 
due ATP e la Fase II produce quattro ATP. 


x 


La reazione complessiva è 


glucosio +2NAD* +2ADP+2P; —> 
—> 2NADH + 2piruvato +2ATP + 2H,0+4H* 


Gli enzimi della glicolisi, la loro composizione in su- 
bunità, la loro massa molecolare e i loro cofattori so- 
no elencati nella Tabella 16.1. 


Il potere ossidante del NAD* 
deve essere riciclato 


[665]Il NAD* è il principale agente ossidante della 
glicolisi. II NADH prodotto in questo processo (Fig. 
16.3, reazione 6) deve essere continuamente riossida- 
to per mantenere un continuo apporto di NAD* al 
la via. Per arrivare a ciò, esistono tre modi diversi 
(Fig. 16.1, in basso): 


1. Nel muscolo in condizioni anaerobiche, il NAD* 
viene rigenerato quando il NADH riduce il piru- 
vato a lattato (fermentazione omolattica). 

2. Nel lievito in condizioni anaerobiche, il piruvato 


viene decarbossilato ad acetaldeide, poi ridotta dal 
NADH a etanolo (fermentazione alcolica). 

3. In condizioni aerobiche, i mitocondri ossidano il 
NADH formando tre molecole di ATP. 


Quindi nella glicolisi aerobica, il NADH può essere 


considerato un composto «ad alta energia», mentre 


nella glicolisi anaerobica la sua energia libera di ossi- 
dazione viene dissipata come calore. 


2. LE REAZIONI DELLA GLICOLISI 


[666 ]In questo paragrafo esamineremo più da vici- 
no le reazioni della glicolisi, descrivendo le proprie- 
tà di ogni singolo enzima e il suo meccanismo di 
azione. Nel paragrafo 16.3 prenderemo in conside- 
razione il destino anaerobico del piruvato. Infine 
nel paragrafo 16.4 esamineremo la termodinamica 
dell’intero processo e il problema di come viene 
regolato il flusso (la velocità del flusso) dei metabo- 
liti lungo la via. Durante lo studio degli enzimi gli- 
colitici incontreremo molti tipi di reazioni organi. 
che con meccanismi diversi (paragrafo 15.2). La ca- 
ratterizzazione dei meccanismi delle reazioni orga- 
niche è stata di grande aiuto nella definizione dei 
processi con cui gli enzimi catalizzano le loro rea- 
zioni. 


[een] (68) 
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A. Esochinasi: 
la prima utilizzazione dell'ATP 


[667] La reazione 1 della glicolisi è il trasferimento 
di un gruppo fosforico dall’ATP al glucosio per for- 
mare glucosio-6-fosfato (GGP) in una reazione ca- 
talizzata dall’esochinasi. 


H o, H 


HO OH 


H OH 
Glucosio 


4 Mg?+ 


HO oH 


H OH 


Glucosio-6-fosfato 
(G6P) 


Una chinasi è un enzima che trasferisce gruppi fo- 
sforici tra l’ATP e un metabolita (paragrafo 15.4C). 
Il metabolita che agisce da accettore del gruppo fo- 
sforico per una specifica chinasi viene identificato dal 
prefisso del nome della chinasi. L’esochinasi è un en- 
zima contenuto in tutte le cellule, ma relativamente 
poco specifico, che catalizza la fosforilazione di esosi 
come il glucosio, il fruttosio e il mannosio. Le cellule 
del fegato contengono glucochinasi, che catalizza 
la stessa reazione, ma è specifica per il glucosio e 
partecipa a mantenere costanti i livelli di glucosio 
nel sangue (paragrafo 17.3F). Il secondo substrato del- 
l’esochinasi, come degli altri tipi di chinasi, è un com- 
plesso ATP-Mg°*. Infatti, l’ATP libero non impegna- 
to ini un complesso è un potente inibitore competiti- 
vo dell’esochinasi. In seguito, solo di rado citeremo 
questa richiesta di Mg?+ delle chinasi, ma dobbia- 
mo tenere ben presente che questo ione è essenziale 
per l’attività enzimatica (altri ioni metallici bivalenti 
come il Mn?* spesso soddisfano la richiesta di me- 
tallo delle chinasi, ma il Mg?* è la specie ionica che 
agisce in condizioni fisiologiche). 


La cinetica e il meccanismo 
della reazione dell’esochinasi 


[668] L’esochinasi ha un meccanismo Bi Bi casuale in 


cui l’enzima forma un complesso ternario con il glu- 
cosio e il Mg?*-ATP prima che la reazione abbia ini- 
zio. Si pensa che il Mg°+ complessato con gli atomi 
di ossigeno dei gruppi fosforici serva a neutralizzare 
la carica negativa di questi gruppi, rendendo l’ato- 
mo di fosforo più suscettibile a un attacco nucleofili- 
co del gruppo C(6)-OH del glucosio (Fig. 16.4). 

A questo punto ci si può chiedere come mai la chi- 
nasi catalizzi il trasferimento di un gruppo fosforico 
dall’ATP al glucosio, ma non all’acqua per formare 
ADP e P; (cioè l’idrolisi dell’ATP). La molecola del- 
l’acqua è sicuramente sufficientemente. piccola da 
adattarsi al sito enzimatico di legame del gruppo che 
accetta il gruppo fosforico. Inoltre il trasferimento 
del gruppo fosforico dall’ATP all’acqua, che è alla 
concentrazione di 55,5M, è più esoergonico del tra- 
sferimento all’esosio (Tabella 15.3). L’esochinasi però 
trasferisce il gruppo fosforico al glucosio 40 000 vol- 
te più velocemente che all’acqua. 


.Mg?* da 

o 0: 0 O—CH 

[_SVITELI 
Adenosina +-O0—P—0—P—0-PT—07 H O, H 

Il I Il H 

(6) (©) (e) OH H7 

HO OH 
H OH i 
ATP Glucosio 


\ 


Figura 16.4 L'attacco nucleofilico del gruppo C(6) — OH del glucosio 
sull’atomo di fosforo y del complesso Mg?* — ATP. La posizione del 
magnesio è mostrata solo come esempio; la sua posizione reale non 
è stata ancora determinata con esattezza. In ogni caso, la funzione 
dello ione Mg?+.è quella di _schermare le cariche negative dei grup- 
pi dell'ATP e quindi facilitare l'attacco nucleofilico. 


La risposta a questo interrogativo è stata fornita 
da Thomas Steitz mediante studi strutturali ai raggi 
X sulla esochinasi del lievito. Il confronto tra la strut- 
tura dell’esochinasi e del complesso esochinasi- 
glucosio ha permesso di stabilire che il glucosio indu- 
ce una profonda modificazione conformazionale nel- 
l’esochinasi (Fig. 16.5). I due lobi che formano la fes- 
sura del sito attivo si avvicinano l’uno all’altro di cir- 
ca 8 À in modo da racchiudere completamente la 
molecola del glucosio, un movimento che ricorda 
quello di due mascelle che si chiudono. Questo spo- 
stamento pone l’ATP in prossimità del gruppo 
— C(©H,0H del glucosio ed esclude le molecole di ac- 
qua dal sito attivo (catalisi per effetto prossimità, pa- 
ragrafo 14.1E). Se i gruppi catalitici e reagenti sono 
nella posizione corretta per la reazione e l’enzima 
resta nella forma aperta (Fig. 16.5a), la reazione pre- 
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[670][671] 


Hu 190 H__ 0 Hu 50 
(6) (6; C 
1 1 1| 
di; —oH 2 —0H Ho E —H’H 
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H-C_0H Corser Le romrrenri si 
I 
H--C—-0H H-CT_-0H H-C-0H 
5| 5] S| 
LH20H L LH20H LH20H 
Glucosio Intermedio Mannosio 


cis-enediolato 
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Cc=0 
2| 
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H-CT-0H 
5| 
EH20H 
Fruttosio 


Figura 16.7 L'isomerizzazione del glucosio, del fruttosio e del man- 
nosio catalizzata da una base. In assenza dell'enzima, questa reazio- 
ne non è stereospecifica. 


con formazione di mannosio. Nella reazione della fo- 
sfoglucosio isomerasi non si forma mai mannosio-6-fo- 
sfato in quanto la faccia dell’enediolato a cui deve 
essere aggiunto il protone per formare il man- 
nosio-6-fosfato viene protetta dall’enzima. 


C. Fosfofrutto chinasi: 
la seconda utilizzazione dell'ATP 


[670] Nella reazione 3 della glicolisi la fosfofrutto 
chinasi (PFK) fosforila l’F6P per formare il frutto- 
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sio-1,6-bisfosfato [FBP oppure F1,6P; in precedenza 
chiamato fruttosio-1,6-difosfato (FDP)]. 


6 
2 1 
OxPOCH:  ‘cH,oH 
5KH HO? ES ATE 
H \emsl OH 
HO H 


Fruttosio-6-fosfato (F6P) 


Fosfofruttochinasi (PFK) 
Mg? + 


1 — 
o_ ‘CH20P08 


5KH HO? + ADP + HT 


Fruttosio-6-bisfosfato 
(FBP) 
Questa reazione è simile a quella dell’esochinasi (rea- 
zione 1 nella Fig. 16.3; paragrafo 16.2A). La PFK ca- 
talizza l’attacco nucleofilico da parte del gruppo C(1)- 
OH dell’F6P sull’atomo di fosforo y elettrofilico del 
complesso Mg?+-ATP. 

La PFK ha una funzione prioritaria nel controllo 
della glicolisi in quanto catalizza una delle reazioni 
che determinano la velocità complessiva della via me- 
tabolica. In molti organismi l’attività della PFK viene 
aumentata allostericamente da diverse sostanze, tra 
cui l’AMP, e viene inibita sempre allostericamente 
da altri composti, come l’ATP e il citrato. Le proprie- 
tà regolatrici della PFK sono molto elaborate e com- 
plesse: il meccanismo che controlla il flusso della gli- 
colisi verrà discusso nel paragrafo 16.4B. 


D. Aldolasi 


[671 ]L’aldolasi catalizza la reazione 4 della glicoli- 
si, la scissione dell’FBP per generare i due triosi 
gliceraldeide-3-fosfato (GAP) e diidrossiacetone 
fosfato (DHAP) (vedi formula a destra, in alto). 


[672] 


Glicolisi 493 
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Diidrossiacetone 
fosfato (DHAP) 


QRaoEo 
1 
CH30PO}" ‘a o 
1 
Cc=0 HO—-CHy 
12 si 
HO-C_H Aldolasi 
13 === + 
H_- Di 7 0H 
H—C—0H age? 
[9 > 4 
CH50PO3 H- © _ OH 
l CHy0P0$_ 
Fruttosio- 6 
1,6-bisfosfato 
(FBP) Gliceraldeide- 
3-fosfato 
(GAP) 


Questa reazione è una scissione aldolica (l’inverso 
della condensazione aldolica) il cui meccanismo or- 
ganico catalizzato da una base è riportato nella Fig. 
16.8. Notate che la scissione aldolica tra gli atomi C(3) 
e C(4) dell’FBP richiede la presenza di un gruppo car- 
bonilico sul C(2) e un gruppo ossidrilico sul C(4). Da 
qui risulta chiara la «logica» della reazione 2 nella 
via glicolitica, cioè l’isomerizzazione del GGP a FGP. 
La scissione aldolica del GGP potrebbe portare alla 
formazione di prodotti con un numero di atomi di 
carbonio diversi, mentre la scissione aldolica sull’F6P 
genera due composti C(3) interconvertibili tra loro 
che possono quindi entrare in una via degradativa 
comune. L’intermedio enolato che compare nella scis- 
sione aldolica viene stabilizzato per risonanza, per 
il carattere elettron-attrattore dell’atomo di ossigeno 
del gruppo carbonilico. 


Esistono due classi di aldolasi differenziabili 
in base al meccanismo d’azione 


[672] La scissione aldolica viene catalizzata stabiliz- 
zando il suo intermedio enolato mediante un’aumen- 
tata delocalizzazione elettronica. Vi sono due tipi di 
aldolasi che si differenziano in base al metodo chi- 
mico utilizzato per stabilizzare l’enolato. Nelle aldo- 
lasi della classe I, presenti negli animali e nelle pian- 
te, la reazione avviene nel modo seguente: 


Fase 1. Legame del substrato. 

Fase 2. Reazione del gruppo carbonilico dell’FBP 
con il gruppo amminico e del residuo di Lys 
presente nel sito attivo per formare un ca- 
tione imminico, cioè una base di Schiff pro- 
tonata. 

Fase 3. Rottura del legame C(3)—C(4) con formazio- 
ne dell’enammina e liberazione della GAP. 
Lo ione imminico, come abbiamo visto nel 
paragrafo 15.2E, è un gruppo elettron-attrat- 
tore migliore dell’atomo di ossigeno del 
gruppo carbonilico originale. Quindi, la ca- 
talisi avviene in quanto l’intermedio enam- 
mina (Fig. 16.9, Fase 3) è più stabile del cor- 
rispondente intermedio enolato della reazio- 
ne di scissione aldolica catalizzata da una 
base (Fig. 16.8, Fase 2). 

Fase 4. Protonazione dell’enammina a catione im- 
minico. 

Fase 5. Idrolisi di questa immina con rilascio di 
DHAP e rigenerazione dell’enzima libero. 


La partecipazione alla catalisi dei residui di Cys e 
His in qualità di acido e di base capaci di facilitare 
il trasferimento del protone (Fig. 16.9) fu evidenzia- 
ta mediante l’uso di appropriati reagenti specifici per 
i vari gruppi chimici (paragrafo 6.2) che inattivano 


R R R R _ R 
6=o 0H HOH c=0 6=0 > G-07 H0 OH éuo 
im I cia ta la] l & 

AETOR E $ Enolato Prodotto 2 
R' R' dp: 

È 
Prodotto 1 


Figura 16.8 Il meccanismo della scissione aldolica catalizzata da una 
base. La condensazione aldolica avviene con un meccanismo inverso. 
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496 Capitolo 16 [675][676] [677][678][679] Glicolisi 497 


si 
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Gliceraldeide- Diidrossiacetone 
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"Sg 207 Sé _-0H 
[ —— > [A 
o — 0H o —_0 
CH,0PO5" CH,0P03" 


Intermedio enediolato 


Identificazione degli amminoacidi del sito attivo 


[675]La curva di dipendenza dell’attività catalitica 
della TIM dal pH ha un andamento a forma di cam- 
pana con valori di pK’ corrispondenti a 6,5 e 9,5. 
La somiglianza tra questi valori di pK'’ e i corrispon- 
denti valori della reazione della fosfoglucosio isome- 
rasi suggerisce anche in questo caso la partecipazio- 
ne alla catalisi di un acido e di una base. Soltanto 
dagli studi di pH è difficile risalire agli specifici am- 
minoacidici, in quanto l’ambiente del sito attivo può 
alterare i valori di pK’ di un gruppo acido o basico 
(paragrafo 13.4). Per identificare il residuo basico pre- 
sente nel sito attivo della TIM sono stati invece utiliz- 
zati reagenti in grado di marcare gli amminoacidi 
per affinità. Sia il bromoidrossiacetone fosfato che 
il glicidolo fosfato 


CHoBr HoCk 
I I 20 
Cc=0 2 
| Ta 
CH, 0P037 CH, 0P03 
Bromoidrossiacetone Glicidolo fosfato 
fosfato 


n { 


duo di Glu specifico, che analisi ai raggi X hanno 
poi dimostrato trovarsi in una posizione del sito atti- 
vo tale da interagire con il substrato. Assumendo che 
il gruppo carbossilico di questo residuo di Glu sia 
la base generale che conferisce quella caratteristica 
dipendenza dal pH che la TIM mostra, il suo valore 
di pK’ deve essere drasticamente alterato da un va- 
lore di 4,1 dell’amminoacido libero ad uno di 6,5 nel 
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sito dell’enzima. Questo è un altro esempio dell’ef- 
fetto dell'ambiente sulle proprietà delle catene late- 
rali degli amminoacidi. 

Le somiglianze tra le reazioni della TIM e della fo- 
sfoglucosio isomerasi suggeriscono che in entrambe 
le reazioni sia presente un intermedio enediolato. 
Questa ipotesi è confermata dall’uso dell’analogo del- 
lo stato di transizione fosfoglicoidrossammato, un 
composto stabile la cui struttura geometrica ricorda 
quella dell’intermedio proposto: 


OH H OH 
N 7 N c Va 
Da Ho 
pi —_0 i; —_0 
CH30P03" CH30P07" 
Fosfoglico- Intermedio enediolato 


idrossammato proposto 


Poiché gli enzimi catalizzano le loro reazioni forman- 


do complessi con lo stato di transizione più saldi che 
con il substrato (paragrafo 14.1F), il fosfoglicoidros- 
sammato si dovrebbe legare più fortemente all’enzi- 
ma TIM del substrato. E, infatti, il fosfoglicoidros- 
sammato si lega alla TIM con un’affinità 155 volte 
più alta di quella della GAP o del DHAP. 


Revisione del meccanismo catalitico della TIM 


[676]La reazione catalizzata dalla triosiofosfato iso- 
merasi (TIM) avviene probabilmente attraverso la for- 
mazione di un intermedio enediolo invece che un 
intermedio enediolato come è indicato nel sottopara- 
grafo precedente. Questa osservazione è ricavata dal 
fatto che l’His 95 dell’enzima del lievito, il cui atomo 
di azoto N(3) giace a 2,9 À dagli atomi O(1) e O(2) 
del substrato, può protonare queste posizioni (O(1) 
con la GAP come substrato e O(2) con il DHAP come 
substrato) in concomitanza con la sottrazione di un 
protone dal C(2) o dal C(1) da parte del gruppo car- 
bossilico del Glu 165. Quest’ultimo gruppo è in una 
posizione ideale per questa azione di rimozione di 
un protone. Infatti la sua sostituzione per mutagene- 
si con un Asp (e l’analisi ai raggi X mostra uno spo- 
stamento del gruppo carbossilico di solo 1 À), riduce 
il potere catalitico dell'enzima di circa 1000 volte. 

Il confronto tra la struttura ai raggi X dell’enzima 
da solo e nel complesso con l’analogo dello stato di 
transizione fosfoglicoidrossammato indica che quan- 
do si lega il substrato il sito attivo viene ad essere 
ricoperto da un segmento composto da 11 residui con- 
servati a forma di cappio mediante un movimento 
che determina uno spostamento della catena princi- 
pale di oltre 7 À. Un segmento di quattro residui 
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di questo cappio forma un ulteriore ripiegamento che 
genera un legame idrogeno con il gruppo fosforico 
del substrato. La rimozione mediante mutagenesi di 
questa struttura non modifica sostanzialmente la pro- 
teina e quindi il legame del substrato non è alterato. 
Il potere catalitico dell'enzima mutato è però dimi- 
nuito di un fattore di 105 e lega solo debolmente il 


‘fosfoglicoidrossammato. Evidentemente il cappio di 


chiusura del sito attivo stabilizza l’intermedio ene- 
diolico sull’enzima. In assenza di un coperchio op- 
portunamente formato, l’enzima rilascia circa l’85% 
di questo intermedio nella soluzione dove si decom- 
pone rapidamente a metilgliossale (CH;CHOCHO) e 
P; (l'enzima tiene il gruppo fosforico nel piano del- 
l’enediolo, una posizione sfavorevole all’eliminazio- 
ne di questo gruppo). Quindi il cappio flessibile con- 
sente anche che il substrato sia trasformato in modo 
quantitativo nel prodotto. 


TIM è un enzima perfetto 


[677]L’enzima TIM, come ha dimostrato Jeremy 
Knowles, ha raggiunto la perfezione catalitica nel sen- 
so che la velocità della reazione bimolecolare tra en- 
zima e substrato è controllata dalla diffusione; la for- 
mazione del prodotto avviene quindi a una velocità 
che è pari a quella delle collisioni tra substrato ed 
enzima in soluzione; qualsiasi aumento dell’efficien- 
za catalitica della TIM non porterà quindi a un au- 
mento della velocità della reazione (paragrafo 13.2B). 
A causa dell’elevata efficienza dell’interconversione 
tra GAP e DHAP, questi due metaboliti vengono man- 
tenuti in equilibrio: K=[GAPIDHAP]=4,73X107?; 
cioè all’equilibrio il valore di [DHAP] è molto mag- 
giore di quello di [GAP]. Man mano che la GAP viene 
utilizzata nella reazione successiva della glicolisi, al- 
tro DHAP viene però convertito in GAP in modo da 
mantenere costante il valore del rapporto tra le due 
concentrazioni all’equilibrio. Entrambi i prodotti del- 
la reazione dell’aldolasi vengono quindi metaboliz- 
zati in una via comune. 

Cerchiamo ora di vedere a che punto siamo giunti 
nel nostro viaggio nella via glicolitica. La molecola 
del glucosio, che è stata trasformata in due molecole 
di GAP, ha completato la fase preparatoria della gli- 
colisi. Questo processo ha richiesto l’utilizzo di due 
molecole di ATP. Questo investimento energetico ha 
portato alla conversione di una molecola di glucosio 
in due molecole C3 ognuna delle quali ha un grup- 
po fosforico e mediante un piccolo artificio chimico 
può essere convertita in un composto «ad alta ener- 
gia» (paragrafo 15.14B); la loro energia libera di idro- 
lisi può essere poi accoppiata alla sintesi di ATP. Que- 


sto investimento energetico verrà doppiamente ripa- 
gato nella fase finale della glicolisi in cui le due unità 
Cz fosforilate vengono trasformate in piruvato con 
la sintesi accoppiata di quattro molecole di ATP. 


F. Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi: 
la prima formazione di un intermedio 
«ad alta energia» 


[678] La reazione 6 della glicolisi coinvolge l’ossida- 
zione e la fosforilazione della GAP da parte del 
NAD* e del P,, catalizzate dalla gliceraldeide-3-fo- 
sfato deidrogenasi (GAPDH, Fig. 7.46). Questo è 
il primo artificio chimico a cui alludevamo prima. 
In questa reazione, l’ossidazione dell’aldeide, una rea- 
zione esoergonica, guida la sintesi dell’acil fosfato 
1,3-bisfosfoglicerato (1,3-BPG; chiamato anche 
1,3-difosfoglicerato). 

Ricordate che gli acil fosfati sono composti con un 
alto potenziale di trasferimento del gruppo fosforico 
(paragrafo 15.4B). 


H-,.C—0H + NAD'+ P; 


2 
_CH20P05” 


Gliceraldeide-3- 
fosfato (GAP) 


Gliceraldeide-3-fosfato 
deidrogenasi (GAPDH) 


1,3-bisfosfoglicerato 
(1,3-BPG) 


Studi del meccanismo di reazione 


[679] Alcuni esperimenti chiave hanno contribuito 
a chiarire il meccanismo di reazione della GAPDH: 


1. la GAPDH viene inattivata dall’alchilazione con 
quantità stechiometriche di iodoacetato. La pre- 
senza di carbossimetilcisteina nell’idrolizzato del- 
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500 Capitolo 16 


Og 0P03” 
e; 
Ì 
H-CT—0H + ADP o 
2| . n Y\ I 3 Mg” 
CH,0PO?  0TP=0: SD 
3 BN cf o o” "o- 
. . î I ù Ì I 
1:9-biatostoglicerato H—C—0H + ‘0—P—_0—P—O—Adenosina 
(1,3-BPG) Ò ] ] 
CH,0PO$ (o) lo) 
Fosfoglicerato P + 24 
2+ i > 
Mg chinasi (PGK) 1,3-bisfosfoglicerato j Mg°*-ADP 
IS 20 2+ 
10 le) [ox Me 
47 Dal ee 
H-0—0H + ATP ne o o 0° 
CHy0PO? H—CT— 0H + O—P—0—P—O0T—P—O0— Adenosina: 
sia c. II I le 
* CH,0P0$ lo) o .0 


3-fosfoglicerato 
(3PG) 


(Nota: Il nome chinasi viene dato a un enzima che 
trasferisce un gruppo fosforico tra l’ATP e un meta- 
bolita. Non necessariamente la direzione del trasferi- 
mento deve essere esoergonica.) 

La PGK (Fig. 16.12) ha una forma bilobata. Il sito 
di legame del complesso Mg?+-ADP è localizzato in 
un dominio, a circa 10 À dal sito di legame del- 
11,3-bisfosfoglicerato che è nell’altro dominio. Misu- 
re fisiche hanno stabilito che dopo il legame dei sub- 
strati, i due domini della PGK si avvicinano l’uno al- 
l’altro in modo da permettere ai substrati di reagi- 


Figura 16.12 Modello spaziale della fosfoglicerato chinasi di lievito, 
che mostra la profonda fessura generata dalla struttura bilobata. Il 
sito che lega il substrato si trova sul fondo della fessura dove è pre- 
sente l'atomo di fosforo (in'viola) del 3PG. Confrontate questa struttu- 
ra con quella dell’esochinasi (Fig. 16.5). (Per gentile concessione 
di Robert Stodola, Fox Chase Cancer Center. La struttura ai raggi X 
è stata determinata da Hermann Watson.) 


3-fosfoglicerato 
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Mg?*-ATP 


Figura 16.13 Il meccanismo della reazione della PGK. Le posizioni 
degli ioni Mg?+ sono solo esempi; il loro reale sito di legame è an- 
cora sconosciuto. 


re in un ambiente privo di acqua, come avviene per 
la esochinasi (paragrafo 16.24). La forma della PGK 
è molto simile a quella dell’esochinasi (Fig. 16.50), 
anche se la struttura primaria delle due proteine non 
presenta alcuna relazione. 

La Fig. 16.13 riporta il meccanismo della PGK che 
è consistente con la cinetica sequenziale osservata. 
L’ossigeno del gruppo fosforico terminale dell’ADP 
attacca nucleofilicamente l’atomo di fosforo sul C(1) 
dell’1,3-BPG formando il prodotto finale della reazio- 
ne. 


H. Fosfoglicerato mutasi 
[682] Nella reazione 8 della glicolisi, il 3PG viene con- 


vertito in 2-fosfoglicerato (2PG) ad opera della fo- 
sfoglicerato mutasi (PGM): 


IS c o i O c pae, 
Sì Fosfoglicerato 1 “e 
H—C-0H mutasi (POM) __ H—C7- POS 
ner RO e re 


3-fosfoglicerato 2-fosfoglicerato 
(3PG) i (2PG) 


Una mutasi catalizza il trasferimento di un gruppo 


funzionale da una posizione a un’altra nella stessa 


CA 


Glicolisi 501 
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molecola. Questa reazione è praticamente una pre- 
parazione necessaria per la reazione successiva della 
glicolisi, in cui viene generato un composto fosforila- 
to «ad alta energia», da usare per la sintesi di ATP. 


Meccanismo di reazione della PGM 


[683] A una prima indagine, la reazione catalizzata 
dalla PGM sembra essere un semplice trasferimento 
intramolecolare del gruppo fosforico. Ma la realtà è 
molto diversa. L’enzima attivo ha un gruppo fosfori- 
co legato al sito attivo, che viene trasferito al sub- 
strato per formare un intermedio bisfosfato. Questo 
intermedio rifosforila poi l’enzima generando il pro- 
dotto e il fosfoenzima attivo. I seguenti risultati spe- 
rimentali hanno permesso di delucidare il meccani- 
smo enzimatico della PGM: 


1. Per l’attività enzimatica sono necessarie quantità 
catalitiche di 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG, no- 
to anche come 1,3-difosfoglicerato) 


2,3-bisfosfoglicerato 
(2,3-BPG) 


il 2,3-BPG serve a innescare la reazione. 

2. L’incubazione dell’enzima con quantità catalitiche 
di 2,3-BPG marcato con *P produce un enzima 
contenente 32P. Zelda Rose ha dimostrato che 
questo era il risultato della fosforilazione di un 
residuo di His: 


Residuo di fosfo His 


3. La struttura dell'enzima ai raggi X mostra che 
nel sito attivo è presente un residuo di His (Fig. 
16.14). Nell’enzima attivo, l’His 8 è fosforilata. 


Questi dati confermano che il sito attivo dell'enzima 
contiene un residuo di fosfo His (Fig. 16.15): 


Fase 1. Il 3PG si lega al fosfoenzima in cui l’His 8 
è fosforilata. 


Figura 16.14 La regione del sito atttivo della fosfoglicerato mutasi 
di lievito (forma defosfo) che mostra il substrato, il 3-fosfoglicerato, 
ed alcune delle catene laterali che lo circondano. L'His 8 del sito 
attivo dell'enzima è fosforilata. (Fonte: WINN, S.I., WATSON, H.l., HAR- 
kins, R.N. e FotHERGILL, L.A., Philos. Trans. R. Soc. London Ser. B, 
293, p. 126, 1981.) 


Fase 2. Questo gruppo fosforico viene trasferito al 
substrato, formando un complesso interme- 
dio 2,3-BPG - enzima. 

Fase 3. e Fase 4. Il complesso si decompone for- 
mando il prodotto 2PG con la concomitante 
rigenerazione del fosfoenzima. 


Il gruppo fosforico che era presente sul 3PG compari- 
rà sull’atomo C(2) della successiva molecola di 3PG 
che andrà incontro alla catalisi. 


La glicolisi influenza il trasporto dell’ossigeno 


[684] Il 2,3-BPG si lega in modo specifico alla deossie- 
moglobina alterandone l’affinità per l’ossigeno (pa- 
ragrafo 9.1D). La concentrazione di 2,3-BPG negli eri- 
trociti è molto più elevata (circa 5mm) della quantità 
esigua che è necessaria per innescare la PGM. Gli eri- 
trociti sintetizzano e degradano il 2,3-BPG mediante 
una digressione dalla via glicolitica (riportata nella 
Fig. 16.16). La bisfosfoglicerato mutasi catalizza il 
trasferimento di un gruppo fosforico dall’atomo C(1) 
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504° . Capitolo 16 [688 ][689] 
© 88-08-10538-5 
. -- 
a B: + CT OPO? + H0 


2-fosfoglicerato 
(2PG) 


Scambio 
rapido 


Figura 16.18 Il meccanismo proposto per 
la reazione dell’enolasi: (1) formazione ra- 
pida di un carbanione per rimozione di un 
protone sull’atomo C(2); questo protone vie- 
ne scambiato velocemente con il solvente. 
(2) Eliminazione lenta di un gruppo OH per 
formare fosfoenolpiruvato; 1180 può scam- 
biarsi con il solvente con una velocità pari 
a quella di questa tappa. 


la di acqua) catalizzata dall’enolasi può avvenire in 
uno dei modi seguenti (Fig. 15.9a): (1) si può staccare 
prima l’ossidrile dal sruppo C(3)-OH, generando un 
carbocatione sul C(3); (2) si può staccare per prima 
cosa il protone dal C(2), generando un carbanione; 
oppure (3) la reazione può essere concertata. Studi 
di scambio isotopico condotti da Paul Boyer hanno 
dimostrato che il protone sul C(2) del 2PG si scambia 
con il solvente a una velocità che è dodici volte supe- 
riore a quella di formazione del PEP. L’ossigeno sul 
C(3) si scambia invece con il solvente a una velocità 
che è pressoché uguale alla velocità della reazione 
complessiva. Ciò suggerisce il meccanismo seguente 
(Fig. 16.18): 


Fase 1. La rapida formazione del carbanione sul C(2) 
viene facilitata da una catalisi basica ad ope- 
ra dell’enzima. Il protone sottratto viene 
scambiato rapidamente con il solvente (que- 
sto spiega la rapida velocità di scambio os- 
servata sperimentalmente). 


Fase 2. L'eliminazione dell’ossidrile dal gruppo C(8)- 
OH è la tappa limitante. Questo è in accor- 
do con la bassa velocità di scambio con il 
solvente misurata negli esperimenti di 
Boyer. 


Carbanione intermedio 


I 
CHy 


Fosfoenolpiruvato 
(PEP) 
H30 


HOH 


Inibizione dell’enolasi da fluoruro e P; 


[688 ] L'ipotesi che lo ione fluorofosfato sia la specie 
responsabile dell’inibizione dell’enolasi in presenza 
di fluoruro e P; è sbagliata. Studi all’NMR hanno di- 
mostrato che il F7 e il P; formano un complesso con 
un catione bivalente (di solito il Mg?+) molto stabile 
a livello del sito attivo dell’enzima. Il F- rimpiazza 
una molecola di acqua che normalmente si lega al 
catione bivalente come parte della sua sfera di coor- 
dinazione, mentre il P; occupa il sito di legame per 
il gruppo fosforico del substrato. Poiché la deidrata- 
zione catalizzata dall’enolasi viene probabilmente fa- 
cilitata dalla coordinazione di ioni OH” da parte del 
catione bivalente, il F- può agire come un analogo 


dello ione OH” fisicamente, ma non chimicamente, 


simile. La potenza dell’inibizione suggerisce che il 
complesso ione metallico - F7 - P; possa indurre un 
cambio conformazionale nell’enzima che ricorda 
quello dello stato di transizione. 


L. Piruvato chinasi: 
seconda formazione di ATP 


| [689]Nella reazione 10 della glicolisi, la reazione fi- 


nale, la piruvato chinasi (PK) accoppia l’energia li- 
bera di idrolisi del PEP alla sintesi di ATP, formando 


piruvato: 


Glicolisi 505 


+ ADP + H 


Fosfoenolpiruvato 


(PEP) 


Piruvato 
chinasi (PK) 


Meccanismo catalitico della PK 


[690 ] La reazione della PK avviene nel modo seguen- 
te (Fig. 16.19): 


Fase 1. L’atomo di ossigeno del gruppo fosforico 8 
dell’ADP attacca nucleofilicamente l’atomo 
di fosforo del PEP, producendo enol piru- 
vato e ATP. In questa reazione viene con- 
servata l’energia libera di idrolisi del PEP. 

Fase 2. L’enol piruvato si converte in piruvato. Que- 
sta tautomerizzazione enol-chetonica è suf- 
ficientemente esoergonica da favorire la sin- 
tesi endoergonica dell’ATP ad essa accop- 
piata (paragrafo 15.4C). 


Possiamo ora comprendere la «logica» della reazione 
dell’enolasi. L’energia libera standard di idrolisi del 
2PG è soltanto AG°’ = — 17,6 kJ - mol-!, che è insuf- 
ficiente per la sintesi di ATP (AG°’= —30,5 
kJ - mol”! per la sintesi di ATP da ADP e P)). La dei- 
dratazione del 2PG porta quindi alla formazione di 
un composto «ad alta energia» capace di favorire la 
sintesi di ATP (l’energia libera standard di idrolisi 


È M g* 
ae 0- o “o 
o-93pÉ 0 + *0-B—0—B—0— adencin 
CH, — 0 Dl o 
Fosfoenolpiruvato ADP 
(REP) 


Figura 16.19 Il meccanismo della reazione catalizzata dalla piruvato 
chinasi: (1) attacco nucleofilico di un atomo di ossigeno del gruppo 


del PEP è — 61,9 kJ- mol-! (Tabella 3.4 e paragrafo 
3.4B). In altre parole, il PEP è un composto ad alta 


9 


energia, mentre il 2PG non lo è. 


Le vie metaboliche si sono 
probabilmente evolute in senso contrario 
mediante duplicazione genica 


[691] Abbiamo appena visto con quale ingegnosa ma- 
niera viene utilizzata l’energia libera ottenuta dalla 
degradazione del glucosio per sintetizzare ATP. Que- 
sto processo ha bisogno prima di un investimento 
di ATP per formare il composto fosforilato (FBP) che 
viene poi rotto in due unità C(3). L'energia libera del- 
l’ossidazione della GAP viene utilizzata per la sintesi 
di un acil fosfato, un intermedio «ad alta energia» 
(1°1,3-BPG) che serve poi a fosforilare l’ADP ad ATP. 
Anche il secondo composto «ad alta energia» della 
via, il PEP, che viene prodotto dal 2PG, fosforila l’ADP 


S 


ad ATP. La reazione complessiva della glicolisi è: 


glucosio +2ADP +2P;+2NAD* —> 
-—=> 2piruvato +2ATP+2NADH+4H* +2H,0 


Come si è potuta evolvere una via così complessa? 
Sembra molto improbabile che essa sia derivata dal- 
la comparsa casuale delle attività enzimatiche neces- 
sarie, seguita poi da un fine aggiustamento delle con- 
dizioni. Sembra piuttosto che, come viene suggerito 
dalla presenza di una unità che lega i nucleotidi in 
un gran numero di enzimi che hanno questa capaci- 
tà, le vie derivino da una duplicazione genica segui- 
ta da un’evoluzione divergente. Poiché il substrato 
di un dato enzima della via è il prodotto dell’enzima 
precedente, è stato postulato che le vie metaboliche 
si siano evolute in senso contrario, in cui un dato 
enzima dava origine a quello precedente mediante 
duplicazione genica ed evoluzione divergente. Que- 
sta ipotesi è in accordo con le osservazioni che i due 
enzimi glicolitici successivi, enolasi e PK, contengo- 


aTtp 0 Ht Og 0 
C Cc 

=== c_0 si 
Il AG°'=31,4 kJ- mol! I 

CH, CHg 

Enolpiruvato Piruvato 


fosforico 8 dell’ADP sull’atomo di fosforo del PEP per formare ATP 
ed enolpiruvato; (2) tautomerizzazione dell’enolpiruvato a piruvato. 
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[695][696] 


tessuti, la forma H predomina nei tessuti aerobici co- 
me il muscolo cardiaco, mentre la subunità tipo M 
è preferenzialmente presente nei tessuti che possono 
operare in condizioni anaerobiche come il muscolo 
scheletrico e il fegato. L’LDH tipo Hy ba una bassa 
Kw per il piruvato e viene inibita allostericamente 
da livelli elevati di questo metabolita, mentre la for- 
ma M, ha una Ky alta per il piruvato e non viene 
inibita da questo composto. Le altre forme isoenzi- 
matiche hanno proprietà intermedie che dipendono 
dal loro contenuto in una subunità. 

Sulla base di queste osservazioni è stato proposto, 
non senza incertezze, che l’LDH tipo H si adatti me- 
glio all’ossidazione del lattato a piruvato e che l’LDH 
tipo M catalizzi preferenzialmente la reazione inver- 
sa (da piruvato a lattato). 

La struttura ai raggi X della lattato deidrogenasi 
tipo My di pescecane è stata studiata e caratterizza- 
ta da Michael Rossmann. La struttura del complesso 
formato dall’LDH con un addotto sintetico tra NAD* 
(Fig. 16.21) e piruvato ha suggerito un meccanismo 
per la riduzione del piruvato (Fig. 16.22): lo ione idru- 
ro viene trasferito dall’atomo C(4) del NADH all’ato- 
mo C(2) del piruvato con il concomitante spostamen- 
to di un protone dal gruppo imidazolico dell’His 195. 
Quest'ultima interazione serve a orientare il substra- 
to, come il ponte salino tra il gruppo carbossilico del 
substrato e l’Arg 171. 

Il processo complessivo della glicolisi anaerobica nel 
muscolo può essere rappresentato come: 


glucosio + 2ADP + 2P; —> 2lattato+2ATP+2H* 


La maggior parte del lattato, il prodotto finale della 
glicolisi anaerobica, esce dalla cellula muscolare e viene 
trasportata dal sangue al fegato, dove viene riconver- 
tita in glucosio (paragrafo 21.1C). Al contrario di quan- 
to si crede normalmente, non è la formazione del 
lattato che causa l’affaticamento e i dolori muscolari, 
ma piuttosto l'accumulo dell’acido generato dalla gli- 
colisi (il muscolo può mantenere il suo carico di lavo- 
ro in presenza di elevate concentrazioni di lattato 
se il pH viene mantenuto costante). È ben noto ai 
cacciatori che la carne di un animale che prima di 
essere ucciso ha corso fino all'esaurimento ha un sa- 
pore acido. Questo è il risultato della produzione di 
acido lattico nel muscolo. 


(6(0) NADH 
O 0 7 O 
E GE SONE. 
CHg3g-C—C : CHg—-C 
\ _ Piruvato \ Alcol 
O  decarbossilasi H deidrogenasi 
Piruvato Acetaldeide 


\ 2 / | 
CH3-C_H 
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B. Fermentazione alcolica 


[695] Nel lievito in condizioni anaerobiche, il NAD+ 
viene rigenerato in un modo che è stato utilizzato 
dall’umanità da migliaia di anni: la conversione del 
piruvato in etanolo e CO:. L’etanolo è appunto l’in- 


grediente attivo del vino e degli spiriti; la CO. pro- — 


dotta in questo modo fa lievitare il pane. 


La TPP è un cofattore essenziale 


. della piruvato decarbossilasi 


[696 ]Il lievito produce etanolo e CO, per mezzo di 
due reazioni (Fig. 16.23). La prima reazione è la de- 
carbossilazione del piruvato per generare acetaldei- 
de e CO;, catalizzata dalla piruvato decarbossila- 
si (un enzima che non è presente negli animali). Que- 
sto enzima contiene il coenzima tiamina pirofosfa- 
to (TPP, Fig. 16.24); il legame tra coenzima e protei- 
na non è covalente. La TPP è necessaria perché per 
la decarbossilazione di un a-chetoacido come il piru- 
vato bisogna creare una carica negativa sull’atomo 
di carbonio carbonilico nello stato di transizione, ge- 
nerando una situazione instabile: 


Questo stato di transizione può essere stabilizzato de- 
localizzando la carica negativa che si sta formando 
in una opportuna trappola per elettroni. I residui am- 
minoacidici delle proteine non presentano questa pro- 
prietà, mentre la TPP ha una struttura che le con- 
sente di agire in questo modo. 

Il gruppo funzionale della TPP è l’anello tiazolico 
(Fig. 16.24). Il suo gruppo C(2)-H è relativamente aci- 
do a causa della carica positiva dell’atomo di azoto 
quaternario adiacente, che stabilizza elettrostatica- 
mente il carbanione che si forma dalla dissociazione 
del protone dal gruppo CH. Questo carbanione dipo- 
lare (detto anche ylid) è la forma attiva del coenzi- 
ma. Îl meccanismo catalitico della piruvato decar- 
bossilasi è il seguente (Fig. 16.25): 


Figura 16.23 Le due reazioni della fer- 
mentazione alcolica sono (1) la decarbos- 
I silazione del piruvato ad acetaldeide, se- 
H guita dalla (2) riduzione ad etanolo ad ope- 
ra del NADH. 


Fase 1. Attacco nucleofilico del carbanione della TPP 
sull’atomo di carbonio carbonilico del piruvato. 

Fase 2. Rilascio di CO, con formazione di un car- 
banione stabilizzato per risonanza in cui l’a- 
nello tiazolico del coenzima funziona da 
trappola per gli elettroni. 

Fase 3. Protonazione del carbanione. 

Fase 4. Eliminazione del carbanione dipolare della 
TPP con formazione di acetaldeide e di en- 
zima attivo. 


Il meccanismo è stato confermato dall’isolamento del- 
l’intermedio idrossietiltiamina pirofosfato (Fig. 
16.25). 


Glicolisi 509 
© 88-08-10538-5 
10) (0) 4 Figura 16.24 La tiamina pirofosfato. L'anello tiazolico costituisce il 
NH; CH,—CH,—0— P -0-2-0 suo gruppo funzionale cataliticamente attivo. 
N TA CHy OT OT 
| fici Figura 16.25 Il meccansimo della reazione della piruvato decarbossi- 
è do lasi: (1) l'attacco nucleofilico da parte della forma «ylid» della TPP 
HgC N sull’atomo di carbonio carbonilico del piruvato; (2) rilascio di CO, 
per generare un carbanione stabilizzato per risonanza; (3) protona- 
zione del carbanione: (4) eliminazione della forma ylid della TPP 
e distacco del prodotto. 
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Carbanione stabilizzato per risonanza 


(N 


Il beriberi è una malattia 
da deficienza di tiamina 


[697 ] La capacità dell’anello tiazolico della TPP di rea- 
gire con i gruppo carbonilici e di agire da trappola 
per gli elettroni rende questo coenzima particolarmente 
idoneo alla decarbossilazione degli a-chetoacidi. La 
TPP è anche coinvolta nelle reazioni di decarbossila- 
zione che incontreremo nelle altre vie metaboliche. 
La tiamina (vitamina B;), che non può essere sin- 
tetizzata o conservata in quantità apprezzabili nei 
tessuti della maggior parte dei vertebrati, deve esse- 
re acquisita con la dieta. La sua deficienza nell’uomo 
porta ad una condizione patologica letale conosciuta 
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la via, prendere in considerazione separatamente ogni 
singola tappa. Il flusso dei metaboliti, J, a livello di 
ogni singola tappa è dato dalla velocità della reazio- 
ne verso destra (in avanti) v;, sottratta del valore del- 
la velocità della reazione in senso inverso v; 

J=v-v [16.1] 
All’equilibrio non vi è, per definizione, nessun flus- 
so (7=0), anche se i valori di vr e di v, possono esse- 
re relativamente alti. All’altro estremo, nelle reazio- 
ni molto lontane dall’equilibrio v; sarà molto mag- 
giore di v, e quindi in questo caso il flusso diventa 
essenzialmente uguale alla velocità della reazione in 
avanti, J=vy Il flusso attraverso una via allo stato 
stazionario è costante ed è determinato (generato) dal- 
la tappa (o tappe) che controlla la velocità della via. 
Di conseguenza, per il controllo del flusso di una via 
è necessario che: (1) il flusso attraverso questa tappa 
che controlla la velocità (tappa che genera il flus- 
so) possa variare in risposta ai fabbisogni dell’orga- 
nismo e (2) la variazione nel flusso possa essere tra- 
smessa a tutta la via. Cominciamo la discussione con 
il secondo problema, la comunicazione delle varia- 
zioni di flusso dalle tappe che controllano la velocità 
di una via agli altri enzimi della stessa via. 


La velocità delle reazioni enzimatiche 
varia con il flusso 


[703] Vediamo ora come viene mantenuto un flusso 
costante attraverso una via metabolica, analizzando 
la risposta di una reazione catalizzata da un enzima 
ad una variazione di flusso nella reazione che la pre- 
cede. Nella seguente via allo stato stazionario: 


J fo a 
S_—-——rrr4z,i* 4%, P 
tappa che controlla Vr 


la velocità 


il flusso, J, attraverso la reazione A == B, che deve 
essere identico al flusso attraverso una tappa che con- 
trolla la velocità, viene espresso dall’equazione [16.1]. 
Quindi, 

AJ= Av; [16.2] 
Dividendo l’equazione [16.2] per J, moltiplicando la 
parte destra dell'equazione per vgvy e sostituendo 
nell’equazione [16.1], otteniamo 


AI_Avrve_hvr__vr__ 


[16.3] 
J vi vr vo 


che mette in relazione il rapporto 4///, la variazione 
frazionale del flusso attraverso la tappa che controlla 
la velocità, e Avvy la variazione frazionale di vy, la 
velocità in avanti della reazione sucessiva della via 
metabolica. 

Nel paragrafo 13.2A abbiamo discusso la relazione 
tra concentrazione del substrato e velocita della rea- 
zione enzimatica, espressa dall’equazione di 
Michaelis-Menten: 


Viax[A] 


= 13.24, 
vr Ku+IA] [ al 


Nella condizione fisiologica più comune e più sem- 
plice, [A] è « di Ky e quindi 


| vyn Rat! [16.4] 
«MI 
e 
Av;= ect. [16.5] 
M 
Quindi, 
SIEAISI L16.6] 
Vf [A] 


cioè la variazione frazionale della velocità della rea- 
zione corrisponde alla variazione frazionale della con- 
centrazione del substrato. Sostituendo l'equazione 
[16.6] nell’equazione [16.3], vediamo che 


AJ_AA]I vr [16.7] 
J Al ov 

Questa equazione mette in relazione la variazione fra- 

zionale del flusso attraverso la tappa che controlla 

la velocità della via metabolica con la variazione fra- 


zionale della concentrazione del substrato necessaria 


per comunicare la modificazione alle tappe sucessi- 
ve. L’entità vf(v;—v7) è una misura della sensibilità 
della variazione frazionale del flusso di una reazione 
alla variazione frazionale della concentrazione del suo 
substrato. Questa entità è anche una misura della re- 
versibilità della reazione o meglio di quanto la rea- 
zione è vicina all’equilibrio: 


1. In una reazione irreversibile, v. tende a zero e 
il rapporto vg(vf_v,) tende a uno. La reazione 
quindi risponde a incrementi frazionali del flusso 
con un uguale aumento frazionale della concen- 
trazione del suo substrato. 
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2. Se la reazione si avvicina all’equilibrio, v- diven- 
ta simile a vr e il rapporto vg(v;— vr) tende all’in- 
‘finito. La reazione risponde quindi all’incremen- 
to frazionale del flusso con un aumento fraziona- 
le più piccolo della variazione frazionale della con- 
centrazione del suo substrato. 


Di conseguenza, la capacità di una reazione di comu- 
nicare una variazione nel flusso aumenta man mano 
che la reazione tende a raggiungere l’equilibrio. Rea- 
zioni sequenziali tutte vicine all’equilibrio hanno 
quindi lo stesso flusso. 


La tappa che controlla la velocità 
nella regolazione del flusso della via metabolica 


[z04]Il flusso metabolico attraverso una via intera 
viene determinato dalla sua tappa (oppure tappe) che 
controllano il flusso che, per definizione, è molto 
più lenta di tutte le altre tappe. Il prodotto (o i pro- 
dotti) della tappa che controlla la velocità viene ri- 
mosso prima che possa equilibrarsi con il reagente; 
questa tappa opera quindi in condizioni lontane dal- 
l'equilibrio e ha una variazione di energia libera 
standard profondamente negativa. In maniera ana- 
loga il flusso di un fiume può essere controllato sol- 
tanto da una diga che crea una differenza nei livelli 
dell’acqua a monte e a valle della diga; anche in 
questa situazione si ha una grande variazione di 
energia libera che in questo caso si esprime in un 
getto d’acqua ad alta pressione. Come abbiamo vi- 
sto, la variazione frazionale nel flusso, A4//, di una 
reazione non all’equilibrio (V=>v,) non è molto sen- 
sibile alla variazione frazionale, AIAMA], della con- 
centrazione del substrato; per esempio, la concen- 
trazione del suo substrato deve raddoppiare (in as- 
senza di altri effetti di controllo) per poter raddop- 
piare il flusso della reazione (equazione [16.7]. I flussi 
di alcune vie però possono variare di fattori molto 
più elevati di quelli che ci si dovrebbe aspettare dalla 
variazione della concentrazione del substrato. Per 
esempio, è noto che i flussi glicolitici possono varia- 
re di oltre 100 volte, mentre non sono mai state os- 
servate modificazioni di queste entità nella concen- 
trazione dei substrati. Quindi, mentre la variazione 
della concentrazione del substrato può comunicare 
una variazione del flusso da una tappa che control- 
la la velocità alle altre tappe (praticamente all’equi- 
librio; v-= vr) della via, devono però esistere altri 
meccanismi di regolazione per le tappe che control. 
lano la velocità. 

Il flusso attraverso una tappa che controlla la velo- 
cità può essere modificato in molti modi: 


1. Controllo allosterico: molti enzimi sono regola- 
ti allostericamente (paragrafo 12.4) da effettori che 
molto spesso sono anche substrati, prodotti o coen- 
zimi della via, ma non necessariamente dell’enzi- 
ma in questione (regolazione a feed-back). Uno di 
questi enzimi è la PFK, un importante enzima per 
il controllo della glicolisi (paragrafo 16.4B). 

2. Modificazione covalente (interconversione 
enzimatica): molti enzimi che controllano i flus- 
si di vie metaboliche hanno siti specifici che pos- 
sono essere fosforilati e defosforilati enzimatica- 
mente oppure modificati covalentemente in qual- 
che altro modo. Questi processi di modificazione 
enzimatica, che sono spesso soggetti essi stessi a 
regolazione, alterano profondamente le attività de- 
gli enzimi modificati. Questo sistema di controllo 
del flusso metabolico è discusso nel paragrafo 17.3. 

3. Cicli di substrato: Se vr e v, rappresentano le 
velocità nei due sensi di una reazione non all’e- 
quilibrio, velocità che dipendono però dall’azione 
di due enzimi diversi, queste due entità possono 
variare indipendentemente l’una dall’altra. Il flus- 
so attraverso questo ciclo del substrato, come ve- 
dremo nel prossimo paragrafo, è molto più sensi- 
bile alle concentrazioni degli effettori allosterici 
di quanto non lo sia una singola reazione unidire- 
zionale non all’equilibrio. 

4. Controllo genetico: la concentrazione degli en- 
zimi, e quindi l’attività degli enzimi, può essere 
alterata in risposta a specifiche necessità metabo- 
liche. Il controllo genetico della concentrazione de- 
gli enzimi sarà esaminato nella Parte V del testo. 


I meccanismi 1 e 3 possono rispondere rapidamente 
(in pochi secondi o minuti) a stimoli esterni e vengo- 
no quindi classificati come meccanismi a «breve ter- 
mine». Il meccanismo 4 risponde molto più lentamen- 
te alle condizioni che stanno mutando (in ore o gior- 
ni negli organismi superiori) e quindi sono classifica- 
ti come meccanismi di controllo a «lungo termine». 


B. Controllo della glicolisi nel muscolo 


[705] Per comprendere quali sono i meccanismi di 
controllo del flusso di una data via è necessario iden- 
tificare quali sono gli enzimi regolatori che control- 
lano le tappe che limitano la velocità e, inoltre, i 
modulatori di questi enzimi e il loro meccanismo 
di azione. Qualsiasi ipotesi formulata deve però es- 
sere verificata in vivo, cioè a cellula viva. Il normale 
procedimento per stabilire quali siano i meccanismi 
di controllo di una via può essere suddiviso in tre 
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manda metabolica di ATP. Le determinazioni della 
concentrazione di ATP in vivo a vari livelli di attivi- 
tà metabolica hanno dimostrato che [ATP] non si mo- 
difica più del 10% passando da una condizione di 
riposo ad una di sforzo violento. Non si conoscono 
meccanismi allosterici capaci di produrre una varia- 
zione di 100 volte nel flusso di una reazione non all’e- 
quilibrio con una variazione soltanto del 10% nella 
concentrazione di un effettore. Qualche altro mecca- 
nismo (oppure meccanismi) sono quindi responsabili 
della regolazione del flusso glicolitico. 


L’AMP rimuove l’inibizione da ATP sulla PFK 


[708 ] L’inibizione della PFK ad opera dell’ATP viene 
rimossa dall’AMP. Ciò dipende dal legame preferen- 
ziale dell’AMP allo stato R della PFK. Se ad una solu- 
zione di PFK contenente ATP alla concentrazione di 
1mM e F6P alla concentrazione di 0,5mM viene ag- 
giunto una quantità di AMP pari a 0,1mm, l’attività 
della PFK risale dal 15% al 50% della massima poten- 
zialità, con un aumento di circa tre volte (Fig. 16.28). 

La concentrazione di ATP diminuisce soltanto del 
10% passando da uno stato di riposo ad un’attività 
fisica vigorosa in quanto i livelli di ATP vengono 
«tamponati» dall’azione di due enzimi: la creatina chi- 
nasi (paragrafo 15.4C) e, particolarmente importante 
per questi aspetti, l’adenilato chinasi (nota anche 
come miochinasi). L’adenilato chinasi catalizza la rea- 
zione 


Pa [ATPIAMP] _ 0,44 
[ADPP 


ZADP == ATP + AMP 
che equilibra rapidamente l’ADP, che si forma dal- 
l’idrolisi dell'ATP durante la contrazione del musco- 
lo, con VATP e VAMP. 

Nel muscolo, la concentrazione di ATP è circa 50 
volte superiore a quella dell’AMP e circa 10 volte quel- 
la dell’ADP; quindi, per effetto della reazione dell’a- 
denilato chinasi, un decremento del 10% nella concen- 
trazione di ATP causerà un aumento di più di quat- 
tro volte nella concentrazione di AMP (vedi Problema 
11). Di conseguenza, un segnale metabolico costitui- 
to da una diminuzione della [ATP] troppo piccola per 
avere un effetto sull’inibizione della PFK viene am- 
plificato in modo significativo dalla reazione dell’a- 
denilato chinasi, che determina un aumento della 
[AMP] di un fattore sufficiente a produrre un gran- 
de effetto positivo sull’attività della PFK. 
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Meccanismo allosterico della PFK 


[709 ] Il confronto della struttura della fosfofrutto chi- 
nasi (PFK) nello stato attivo R e nello stato inattivo 
T ha rivelato le basi strutturali del suo comporta- 


mento allosterico di enzima che controlla il flusso 


della glicolisi. La PFK è un omotetramero con le sue 


subunità di forma allungata disposte agli angoli di 


un tetraedro quadrato: esse quindi sono mutualmen- 
te perpendicolari e correlate da un doppio asse di 
simmetria (simmetria Ag; vedi Fig. 16.27). La transi- 
zione R —> T mantiene questa simmetria mediante 
una rotazione rigida dell’unità dimerica mostrata nel- 
la Fig. 16.27 di circa 7° relativamente all’altro dime- 
ro (non mostrato nella Fig. 16.27), intorno al doppio 
asse di simmetria dei due dimeri. Questa variaziorie 
della struttura quaternaria è una conseguenza di una 
maggiore area di contatto tra le subunità che forma- 
no un dimero relativamente a quelle tra i dimeri. 
Le strutture T ed R sono stabilizzate da gruppi di- 
versi di legami idrogeno tra i gruppi polari di dime- 
ri vicini. Gli stati intermedi mancano di queste inte- 
razioni e quindi risultano instabili; la transizione 
T —> R deve quindi essere concertata. Nell’emoglo- 
bina e nell’aspartato transcarbamilasi, le transizioni 
T-—>R sono concertate per le stesse ragioni. 

Lo stato R della PFK viene stabilizzato omotropica- 
mente dal legame del suo substrato fruttosio-6-fosfato 
(F6P). Nello stato R, la catena laterale dell’Arg 162 
e dell’Arg 243 formano ponti salini con il gruppo 
fosforico di una molecola di F6P legata al sito attivo 
dell’altro dimero. L’Arg 162, però, è localizzata alla 
fine di un giro elicoidale che si srotola dopo la tran- 
szione allo stato T. La catena laterale dell’Arg 162 
si sposta e viene sostituita dalla catena laterale del 
Glu 161 che forma un ponte salino con l’Arg 243. 
Come conseguenza, le cariche positive dei residui ar- 
gininici 162 e 243 non sono più disponibili per il le- 
game della doppia carica negativa del substrato; que- 
sto fatto ci spiega la diminuita affinità dell'enzima 
nello stato T per il suo substrato. Queste modifica- 
zioni della struttura terziaria, che sono obbligatorie 
per la transizione R > T, sono impedite dal lega- 
me dell’attivatore ADP al suo sito allosterico sulla PFK. 
Evidentemente, nella PFK, gli effettori omotropici cau- 
sano la stessa variazione della conformazione dell’en- 
zima. 


Il ciclo del substrato aumenta la sensibilità 
del flusso 


[710 | Anche se esiste un meccanismo capace di am- 
plificare gli effetti di una piccola variazione della con- 
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centrazione di ATP, producendo invece una ampia 


- modificazione in quella dell’AMP, un incremento di 


quattro volte nella [AMP] può generare allosterica- 
mente un aumento di circa 10 volte nell’attività della 
PFK, un aumento che è insufficiente a spiegare quel- 
lo realmente osservabile nel flusso della glicolisi (ol- 
tre cento volte). Piccole variazioni nella concentra- 
zione di un effettore (e quindi della v)) possono de- 
terminare grandi alterazioni del flusso attraverso una 
reazione (vr— vr), soltanto se questa reazione sta fun- 
zionando vicino all’equilibrio. La ragione di questa 
elevata sensibilità sta nel fatto che per questa reazio- 
ne il termine vp(v;— vr) nell’equazione [16.7] è mol- 
to grande e quindi la reazione inversa contribuisce 
significativamente alla determinazione del valore net- 
to del flusso. Questo però non è il caso della reazione 
della PFK. 

Queste condizioni simili all’equilibrio possono esse- 
re create anche per una reazione non all’equilibrio 
se questa viene accoppiata ad un’altra reazione cata- 
lizzata da un enzima che rigenera il substrato della 
prima reazione partendo dal suo prodotto, in una con- 
dizione termodinamicamente favorevole. Quindi v, 
diventa significativa rispetto a vy (anche se un au- 
mento della v, forza la reazione in avanti ad allon- 
tanarsi dall’equilibrio, ancora più di quanto già sia). 
Questa situazione richiede che il processo in avanti 
(la formazione di FBP da F6P) ed il processo inverso 
(la defosforilazione del FBP a F6P) siano dovuti a due 
reazioni diverse, in modo da non violare le leggi del- 
la termodinamica. Nei paragrafi seguenti discutere- 
mo la natura di questi cicli di substrato. 

In condizioni fisiologiche la reazione catalizzata dal- 
la PFK: 


fruttosio-6-fosfato + ATP —> 
-—> fruttosio-1,6-bisfosfato + ADP 


è altamente esoergonica (AG= — 25,9 kJ- mol-!, Ta- 
bella 16.2). Di conseguenza, la reazione inversa ha 
una velocità trascurabile rispetto a quella in avanti 
(sintesi) La fruttosio-1,6-bisfosfato fosfatasi 
(FBPasi), enzima presente in molti tessuti animali, 
catalizza l’idrolisi esoergonica del FBP (AG= —8,6 
kKJ - mol-1): 


fruttosio-1,6-bisfosfato +H30 —> 
-——> fruttosio-6-fosfato + P; 


Notate che combinando le reazioni catalizzate dalla 
PEK e dalla FBPasi otteniamo l’idrolisi netta di ATP: 


ATP+H,0 —> ADP +P; 


L il iui —_ li co Lis 
È (1) [ma] Glicolisi 517 
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Questo gruppo di reazioni con andamento opposto 
viene detto ciclo del substrato in quanto il substrato 
diventa ciclicamente prima un intermedio per poi 
essere riformato nella seconda tappa. Quando questo 
ciclo fu scoperto, venne chiamato cielo futile poiché 
il suo risultato netto sembrava essere il consumo di 
ATP. Infatti, quando si trovò che attivatori della PFK 
come l’AMP erano al tempo stesso inibitori della FBP- 
asi, e viceversa, si pensò che in una data cellula e 
in specifiche condizioni potesse funzionare soltanto 
uno di questi enzimi alla volta. Fu successivamente 
dimostrato che entrambi gli enzimi possono operare 
simultaneamente a una velocità significativa. 


Struttura e meccanismo allosterico 
della fruttosio-1,6-bisfosfatasi 


[711] È ora nota la struttura ai raggi X della frutto- 
sio-1,6-bisfosfatasi (FBPasi) da sola o complessata con 
il suo inibitore allosterico AMP, oppure con sia il suo 
prodotto fruttosio-6-fosfato (F6P) che l’AMP oppure 
ancora con l’inibitore fruttosio-2,6-bisfosfato (F2,6P; 
i suoi effetti regolatori sulla FBPasi e sulla FBPasi so- 
no discussi nel paragrafo 17.4B). La FBPasi, che es- 
senzialmente catalizza la reazione inversa della PFK, 
è un omotetramero con una simmetria D;, come nel 
caso della PFK. L’AMP inibisce la FBPasi riducendo 
allostericamente la sua efficienza catalitica, piuttosto 
che l’affinità per il suo substrato, come è dimostrato 
dal fatto che gli stati T ed R di questo enzima legano 
il substrato con uguale affinità. Nella PFK, invece, 
l’AMP attiva allostericamente l’enzima, aumentando 
la sua affinità per il substrato F6P. L’F2,6P, al contra- 
rio dell’AMP, si lega al sito attivo della FBPasi con 
una cooperatività negativa (un effetto che il modello 
simmetrico dell’allosterismo non può spiegare; para- 
grafo 9.4) e quindi entrambi gli effettori competono 
con il substrato riducendo la sua efficienza catalitica. 
Gli effetti dell’ AMP e del F2,6P sulla FBPasi sono quin- 
di sinergistici. 


Il ciclo del substrato può determinare 
variazioni nel flusso glicolitico 


[712 ] Eric Newsholme ha proposto che i cicli dei sub- 
strati non siano per niente «futili», ma anzi che ab- 
biano funzioni regolatrici. Le attività in vivo degli 
enzimi e le concentrazioni reali dei metaboliti sono 
estremamente difficili da misurare e solo di rado que- 
ste informazioni presentano un certo grado di atten- 
dibilità. Ad ogni modo, possiamo ragionevolmente 
assumere che un aumento di quattro volte della 
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HOCH, CH,OH Figura 16.29 Il metabolismo del fruttosio. Nel muscolo (a sinistra), per la conversione del frutto- 
o sio nell’intermedio della glicolisi FP è necessario un solo enzima, l’esochinasi. Nel fegato, 
sono sei gli enzimi che partecipano alla conversione del fruttosio in intermedi glicolitici: (1) 
H HO la fruttochinasi, (2) la fruttosio-1-fosfato aldolasi, (3) la gliceraldeide chinasi, (4) l'alcol deidroge- 
H OH nasi, (5) la glicerolo chinasi e (6) la glicerolo fosfato deidrogenasi. 
HO H_H 
Fruttosio 
oO TP Ri ig sie, taehi MSOBOg a cali RT oo: 
ADP Esochinasi ‘’ — HOCHy «.’ CH,0PO? HO—C—H Se 
—*03POCH, CH,0H Cai OH. ii ir H_0-08-"7 
0 AEREI: HO» BEE CH,0H. 
5 H HO dH ai ia Fruttosio-1- . ca °- Fruttosio-1-fosfato: 
va ©. fosfato . (catena aperta) 
Fruttosio-6- Rita i i : : Fruttosio-1-fosfato. . 2° 
fosfato Da ‘10 aldolasi |. i sa RC o E ARRI 
DL 
O ADE] oe MO OE LT o CHO o 
an Ci cv 1 «CH50H deidrogenasi...‘ *.. dat 
ani a io deg Glicer= 00... È AO oro n 
STAI H=C—oH.. i; aldeide | Gliceraldeide sE ; dI 
‘’Gliceraldeide-3- 0 NI UU. 
ni fosfato... Triosio = lei e SEE ea 
DA Li fosfato Si ov CH,0H 17 Glicerolo: fosfato 
isomerasi. "0. | fo «deidrogenasi -... 
i ta Ce n 
Ri È ch Diidrossi- Sa 
ir iniie ui 0. acetone. 
PRE iii0 fosfato 


Questa serie di reazioni ci conferma che il fegato ha 
un vastissimo repertorio di enzimi, proprio perché 
questo organo è coinvolto nella demolizione di una 
grande varietà di sostanze nutrienti. Perché questi 
processi siano efficienti è necessario che queste so- 
stanze siano trasformate in intermedi glicolitici ed 
il fegato ha gli enzimi per fare questo lavoro. 


Il fegato viene depletato di fosfato 
da quantità eccessive di fruttosio 


[717]Fino a poco tempo fa, si pensava che il frutto- 


problemi metabolici quando la concentrazione di frut- 
tosio nel sangue diventa troppo elevata (più elevata 
di quella che si può raggiungere mangiando sempli- 
cemente cibi ricchi in fruttosio). Quando la concen- 
trazione di questo zucchero è alta, la velocità di pro- 
duzione del fruttosio-1-fosfato può essere superiore 
alla velocità dell’aldolasi tipo B nel scinderlo. L’ali- 
mentazione intravenosa con grandi quantità di frut- 
tosio può quindi determinare un accumulo di quan- 
tità di fruttosio-1-fosfato sufficienti a depletare il fe- 
gato delle sue riserve di P;. In queste condizioni, la 
[ATP] diminuisce attivando la glicolisi e la produzio- 
ne di lattato e la concentrazione di lattato nel sangue 
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ca in cui l’ingestione di fruttosio causa lo stesso accu- 
mulo di fruttosio-1-fosfato dell’alimentazione intra- 
venosa, deriva da una deficienza di aldolasi tipo B. 
Questa patologia sembra essere autolimitante: gli in- 
dividui con l’intolleranza al fruttosio sviluppano ra- 
pidamente una forte avversione per tutti i cibi dolci. 


B. Galattosio 


[718]Il galattosio rappresenta la metà dello zucche- 
ro contenuto nel latte ed è quindi uno dei principali 
nutrienti che costituiscono la nostra dieta. Il galatto- 
sio e il glucosio sono epimeri e differiscono soltanto 
nella configurazione intorno all’atomo C(4). 
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Gli enzimi della glicolisi sono specifici e non ricono- 
scono la configurazione del galattosio. È necessaria 
una reazione di epimerizzazione per far entrare il 
galattosio nella via glicolitica. Questa reazione avvie- 
ne dopo la conversione del galattosio nel suo deriva- 
to legato all’uridina difosfato. La funzione del com- ii 
plesso UDP-zucchero è discussa nei paragrafi 17.2 e 
21.3. L’intera via che converte il galattosio in un in- 
termedio della glicolisi comprende 5 reazioni (Fig. 
16.30): 


1. Il galattosio viene fosforilato a livello dell’atomo 
C(1) dalla galattochinasi. 

2. La galattosio-1-fosfato uridil transferasi tra- 
sferisce il gruppo uridile dall’UDP-glucosio al 
galattosio-1-fosfato formando UDP-galattosio me- 
diante la scissione reversibile del legame pirofo- 


CH,0H CH,0H sforico dell’UDP-glucosio. 
H O, H HO O, H 3. L’UDP-galattosio-4-epimerasi converte l’UDP- 
H H galattosio in UDP-glucosio. Questo enzima ha le- 
HO OH H OH H oH H OH gato un NAD*, e quindi la reazione procede pri- 
i ma con un’ossidazione seguita da un riduzione 04 
H 0H H OH dell’esosio a livello dell'atomo C(4) (vedi formule Ni 
a-D-glucosio a-D-galattosio alla pagina seguente): | 
- CH0H 
H O, H I 
H O O 
a oH H Il Il 
HO i 
H OH OT. 0° 
UDP-giucosio 
Glucosio-1- 
CH,0H ATP.ADP CH,0H fosfato CH,0H 
HO O, H 1 HO O, H O, H 
H \ / H ; H lo) lo) 
OH H chinasi OH H + Galan OH H [ IL Li 
H OR Spr opo?”  Palattosio H O—P—0—P—0— Uridina 
H OH H OH ca . H__0H 0° 0° 
‘erasl . 
Galattosio Galattosio-1-fosfato FREE UDP-galattosio 
3 + UDP-galattosio- 
NAD | 4-epimerasi 
CH,OP0?7 CH,0H UTP PP; CH,0H 


gluco- 
mutasi 


H O, H 
H 
OH H 
HO OH 
H OH 


Giucosio-6-fosfato 
(G6P) 


| 


Giucosio-1- 
fosfato (G1P) 


H OH Oo° Oo° 


UDP-glucosio 


5 via E \ 4) ti I 
= ch H n A H î î 
eur 19 UDP-glucosio Sr 
Fosfo- Ho OPO5 pirofosforilasi HO RE ORA 
H OH 


sio presentasse dei vantaggi sul glucosio nell’alimen- 


può raggiungere livelli rischiosi per la vita. 
tazione intravenosa. Il fegato invece va incontro a 


L’intolleranza al fruttosio, una malattia geneti- 


Figura 16.30 Il metabolismo del galattosio. Cinque enzimi partecipano alla conversione del galattosio nell’inter- i 
medio della glicolisi G6P: (7) la galattochinasi, (2) la galattosio-1-fosfato uridil transferasi, (3) l'UDP- si 
galattosio-4-epimerasi, (4) l’UDP-giucosio pirofosforilasi e (5) la fosfogiucomutasi. 
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PROBLEMI 
722 |] 


1. Scrivete le reazioni della via glicolitica da glucosio 
a lattato, usando le formule di struttura di tutti gli 
intermedi. Imparate i nomi di questi intermedi e de- 
gli enzimi che catalizzano le reazioni. 


2. Il AG°'’ della reazione dell’aldolasi è +22,8 
kJ- mol7*. In una cellula a 37 °C, il rapporto di azio- 
ne di massa [DAHP]I[GAP] è pari a 5,5. Calcolate il 
rapporto all’equilibrio [FBPITGAP], quando [GAP] è 
(a) 2x10-5m e (b) 10-5m. 


3. L’acido iodoacetico inibisce la glicolisi inattivando la 
gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (GAPDH). In que- 
ste condizioni si accumula fruttosio-1,6-bisfosfato. Per- 
ché si accumula questo metabolita invece di gliceral- 
deide-3-fosfato e diidrossi acetone fosfato, i prodotti 
della reazione immediatamente precedente? 


4. L’arseniato, un analogo strutturale del fosfato, può 
agire da substrato in ogni reazione a cui partecipa 
il fosfato. Gli esteri dell’arseniato, al contrario degli 
esteri fosforici, sono cineticamente e termodinami- 
camente instabili e si idrolizzano quasi istantanea- 
mente. Scrivete una reazione complessiva bilanciata 
della conversione del glucosio in piruvato in presen- 
za di ATP, ADP, NAD* e di (a) fosfato oppure (b) 
arseniato. (c) Perché l’arseniato è un veleno? 


5. Quando il glucosio viene degradato in condizioni 
anaerobiche attraverso la glicolisi non si ha una ossi- 
dazione o una riduzione netta del substrato. La rea- 
zione della fermentazione viene detta quindi «bilan- 
ciata». L'energia libera richiesta per la sintesi di ATP 
viene ugualmente ottenuta da reazioni favorevoli di 
trasferimento degli elettroni. Quale intermedio me- 
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tabolico è il donatore degli elettroni e quale è l’accet- 
tore degli elettroni quando il glucosio viene degra- 
dato da una fermentazione glicolitica bilanciata: (a) 
nel muscolo e (b) nel lievito? 


*6. La reazione seguente.è catalizzata da un enzima molto 
simile alle aldolasi classe I: 
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Cc=0 
I H__ 5° 
HOo-C—-H e 
H-d—0H + H-—-C-0H 
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CH20P03 CH,0P05" 
Fruttosio-6- Eritrosio-4- 
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1) Transaldolasi 
E 9O0H 
ni 
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H_ 20 { 
È + LEE 
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1. Demolizione del glicogeno 


A. Glicogeno fosforilasi 

B. Fosfoglucomutasi 

C. Enzima di deramificazione del glicogeno 

D. Termodinamica del metabolismo del glicogeno: la necessità 
di separare la via di sintesi da quella di demolizione 


2. Sintesi del glicogeno 
A. UDP-glucosio pirofosforilasi 
B. Glicogeno sintasi 
C. Ramificazione del glicogeno 


3. Controllo del metabolismo del glicogeno 

A. Controllo allosterico diretto della glicogeno fosforilasi e della 
glicogeno sintasi 

B. Modificazione covalente degli enzimi mediante una cascata 
ciclica: amplificazione del «segnale» 

C. Cascata biciclica della glicogeno foforilasi 

D. Cascata biciclica della glicogeno sintasi 

E. Integrazione dei meccanismi di controllo del metabolismo 
del glicogeno 

F. Mantenimento dei livelli di glucosio nel sangue 

G. Risposta allo stress 


4. Malattie da disfunzioni nel metabolismo del glicogeno 


Appendice: Cinetica di una cascata ciclica 


Metabolismo 
del 
glicogeno 


‘Ogni cosa dovrebbe essere resa 
il più semplice possibile, non più facile. 
Albert Einstein 


[723 ] Il glucosio, la principale fonte di energia meta- 


bolica, viene degradato nella glicolisi per produrre 
ATP (Capitolo 16). Gli organismi superiori si difen- 
dono da eventuali perdite di sostanze nutrienti poli- 
merizzando l’eccesso di glucosio per conservarlo sot- 
to forma di glucani (polisaccaridi del glucosio) ad al- 


to peso molecolare, che possono poi essere facilmen- - 


te mobilizzati in condizioni di necessità. Nelle piante 
la sostanza in cui viene conservato il glucosio è l’a- 


mido, una miscela di glucani, con legami a(1 —> 4), . 


a-amilosio (Fig. 10.17) e amilopectina, che differisce 
dall’a-amilosio per la presenza nella molecola di ra- 
mificazioni a(1 —> 6) ogni 24-30 residui (Fig. 10.18). 


Negli animali, il glucano di deposito è il glicogeno 
(Fig. 17.1), che si differenzia dall’amilopectina sol- . 
tanto per la presenza di ramificazioni ogni 8-12 resi- . 
dui. Il glicogeno è presente nel citoplasma sotto for- . 


ma di granuli con un diametro che può variare da 
100 a 400 À ed è particolarmente rappresentato nelle 


cellule che ne fanno un grande uso come il muscolo .. 


(fino ad un massimo corrispondente all’1-2 % in pe- 


so) e nelle cellule del fegato (fino a circa il 10% del . 
suo peso, corrispondente a circa 12 ore di riserva ener- . 


getica per il corpo; Fig. 10.19). I granuli di glicogeno 
contengono anche gli enzimi per la sua sintesi e la 
sua degradazione oltre ad altri deputati al controllo 
di questi processi. 


Come vedremo in questo capitolo, le unità di glu- — 


cosio del glicogeno vengono mobilizzate mediante la 


loro rimozione sequenziale dall’estremità non ridu- 


cente della catena del glucano (l’estremità che man- 
ca del gruppo C(1)-OH). La struttura altamente ra- 
mificata del glicogeno ha quindi un significato fisiolo- 
gico molto rilevante: consente una rapida demolizio- 


ne del glicogeno mediante il rilascio simultaneo di uni- 


tà di glucosio dall’estremità di ogni ramificazione. 


Estremità non 


riducenti O. H O. H O. H O. H 
ai H 2 H di H da H di H 
HO (0) (0) OH 
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CH,0H CH,OH CH,0H 


NELLE CH,0H 


ramificaZione 


(6) 


Estremità 
non riducente 


Estremità 
riducente 


® Punto di 
©. ramificazion 


Figura 17.1 La struttura del glicogeno. (a) Formula chimica della mo- 
fecola. In realtà le catene sono molto più lunghe di quella mostrata. 
(b) Illustrazione‘schematica della struttura ramificata. | punti di ramifi- 
cazione sono in realtà separati da 8-12 residui di glucosio. Notate 
che, per quanto sia grande la molecola, è sempre presente una sola 
estremità riducente. 


Perché il nostro corpo va incontro a questo lavoro 
metabolico per utilizzare il glicogeno come riserva 
energetica, quando il grasso, che è molto più abbon- 
dante, sembra avere gli stessi scopi? La risposta è 
triplice: 


1. I muscolo non può mobilizzare il grasso con la 
stessa velocità del glicogeno. 

2. I residui di acido grasso del grasso non possono 
essere metabolizzati per via anaerobica (paragra- 
fo 23.2). 

3. Gli animali non possono convertire gli acidi gras- 


O, H° O. H O, H 
di H i H di H Legame of1 8) 
OH Ù 


Estremità 
riducente 


CH,0H quer ( 


i di Legame 


a(1 —> 4) 


si in precursori del glucosio (paragrafo 21.1) e 
quindi il metabolismo dei grassi da solo non può 
mantenere adeguatamente costante il livello di glu- 
cosio nel sangue (paragrafo 17.3F). 


Come per tutti i processi metabolici, il metaboli- 
smo del glicogeno può essere studiato a vari livelli. 
Esamineremo questo processo in modo da compren- 
dere la termodinamica della via e i meccanismi delle 
reazioni delle varie tappe, ma porremo anche una 
particolare attenzione ai meccanismi che controllano 
le velocità di sintesi e di demolizione del glicogeno. 
Abbiamo iniziato la nostra discussione sui meccani- 
smi di controllo nel paragrafo 16.4, analizzando il 
ruolo delle interazioni allosteriche e dei cicli di sub- 
strato nella regolazione della glicolisi. Il sistema di 
controllo del metabolismo del glicogeno è molto più 
complesso e rappresenta anche un esempio di altri 
processi di regolazione: la modificazione covalente 
degli enzimi e la cascata enzimatica. Vedremo inol- 
tre che il metabolismo del glicogeno può essere uti- 
lizzato come modello per lo studio della funzione de- 
gli ormoni nei complessi processi di regolazione. Al- 
la fine del capitolo discuteremo ‘le conseguenze di 
difetti genetici a carico di enzimi del metabolismo 
del glicogeno. 


1. DEMOLIZIONE DEL GLICOGENO 


[724 ]11 fegato e il muscolo sono i due tessuti in gra- 
do di conservare le maggiori quantità di glicogeno. 
Nel muscolo, la continua richiesta di ATP porta alla 
conversione del glicogeno in glucosio-6-fosfato (GGP) 
che entra nella glicolisi. Bassi livelli di glucosio nel 
sangue inducono nel fegato la demolizione del glico- 
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532 Capitolo 17 


L729][730][731] 


che è necessario per la sua attività catalitica. Questo 
derivato della vitamina Bg è legato covalentemente 
alla fosforilasi attraverso una base di Schiff con la 
Lys 679. Il PLP è legato in modo analogo ad una va- 
rietà di enzimi coinvolti nel metabolismo degli am- 
minoacidi dove è un cofattore essenziale nelle rea- 
zioni di transaminazione (paragrafo 24.1A). Il mec- 
canismo di utilizzo del PLP nella reazione della fo- 
sforilasi deve però essere diverso da quello usato da- 
gli altri enzimi, in quanto la riduzione della base di 
Schiff con NaBHy (-HC=N-— —> —H,C-NH-—) non 
ha alcun effetto sull’attività della fosforilasi, ma inat- 
tiva tutti gli enzimi contenenti PLP del metabolismo 
degli amminoacidi. Questo è un altro esempio del- 
l’opportunismo della natura, la quale utilizza lo stes- 
so cofattore per scopi diversi. 

Studi sulla fosforilasi in cui venivano usati analo- 
ghi del PLP con alcune parti della molecola alterate 
hanno dimostrato che soltanto il gruppo fosforico par- 
tecipa al processo catalitico. La struttura ai raggi X 
ha poi stabilito che questo gruppo fosforico del PLP 
si trova nelle vicinanze del sito attivo della fosforila- 
si. La funzione di questo gruppo fosforico nel mecca- 
nismo catalitico della fosforilasi (ancora non comple- 
tamente caratterizzato) non è stato identificato con 
sicurezza, ma probabilmente agisce come donatore 
di protoni (catalizzatore acido). 


Ruolo del piridossal fosfato 


[729 ] 1 gruppo fosforico essenziale del gruppo pro- 
stetico piridossal fosfato (PLP) della glicogeno fosfo- 
rilasi ha la funzione di catalizzatore acido-basico ge- 
nerale. Il meccanismo d’azione della glicogeno fo- 
sforilasi, compatibile con i dati chimici e strutturali 
in nostro possesso, inizia con la protonazione del- 
l'ossigeno glicosidico da parte del P; substrato (ca- 
talisi acida). Poiché non vi sono nelle vicinanze del 
legame glicosidico né gruppi nucleofilici né gruppi 
carbossilici ionizzati ed il gruppo fosforico del PLP 
è alla distanza di un legame idrogeno dal P; che 
sta reagendo, sembra che questa tappa della rea- 
zione venga facilitata dalla simultanea protonazio- 
ne del P; che sta reagendo da parte del gruppo 
fosforico del PLP, in una specie di sistema di con- 
duzione dei protoni. Il risultante ione ossonio (Fig. 
17.2) viene stabilizzato mediante la formazione di 
una coppia ionica con il P; anionico (catalisi elet- 
trostatica) che successivamente si scinde per forma- 
re il prodotto, il glucosio-1-fosfato, in una tappa della 
reazione che è facilitata dalla sottrazione di un pro- 
tone dal P; da parte del gruppo fosforico del PLP 
(catalisi basica). 
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Meccanismo allosterico 


[730 ] La transizione concertata T > R della glico- 
geno fosforilasi è costituita in gran parte da una ro- 
tazione di circa 10° di una subunità sull’altra intor- 
no ad un asse posto all’interfaccia tra le subunità e 
perpendicolare all’asse di doppia simmetria del di- 
mero; questa simmetria viene conservata anche do- 
po la rotazione. Gli effetti allosterici, innescati da mo- 
vimenti della struttura terziaria e causati dal legame 
dell’attivatore AMP oppure dalla fosforilazione della 
Ser 14, vengono trasmessi tra le subunità dall’elica 
torre (Fig. 17.3) che piegandosi e deformandosi ten- 
de a raggiungere un impacchettamento più favore- 
vole. La modificazione nella posizione dell’elica tor- 
re mette in relazione l’interfaccia tra le subunità vi- 
cino al sito allosterico per 1’ AMP e al sito di fosforila- 
zione con il sito attivo (Fig. 17.10). Questo movimen- 
to sposta la catena laterale di un residuo di Asp loca- 
lizzata vicino al gruppo fosforico del PLP e al sito 
di legame del P; nello stato T e rimpiazzata da una 
catena laterale di un residuo di Arg nello stato R. 
La sostituzione di una carica negativa nascosta con 
una carica positiva aumenta l’affinità del legame del- 
l'enzima per il substrato anionico P; e, insieme ai 
movimenti delle catene laterali cationiche che abbia- 
mo visto, si pensa possa facilitare il meccanismo ca- 
talitico di trasferimento dei protoni sopra descritto. 
Simili spostamenti di residui conferiscono allo stato 
R un’affinità 100 volte superiore per 1’AMP, rispetto 
allo stato T. 


B. Fosfoglucomutasi 


[731 ] La fosforilasi converte le unità glucosidiche del 
glicogeno in G1P, che a sua volta viene trasformato 
dalla fosfoglucomutasi in G6P per poter entrare nel- 
la glicolisi (nel muscolo) oppure essere idrolizzato a 
glucosio libero (nel fegato). La reazione della fosfo- 
glucomutasi è simile a quella catalizzata dalla fosfo- 
glicerato mutasi (paragrafo 16.2H). Nella reazione vie- 
ne trasferito un gruppo fosforico dal fosfoenzima at- 
tivo, formando glucosio-1,6-bisfosfato (G1,6P) che 
rifosforila poi l'enzima e si genera il G6P (Fig. 17.4). 
Esiste però una differenza rilevante tra questo enzi- 
ma e la fosfoglicerato mutasi per il fatto che il grup- 
po fosforico nella fosfoglucomutasi è covalentemen- 
te legato al gruppo ossidrilico di un residuo di Ser 
invece che ad un residuo di His. 

Occasionalmente il G1,6P si dissocia dalla fosfoglu- 
comutasi producendo l’inattivazione dell’enzima. La 
presenza di piccole quantità di G1,6P è quindi neces- 
saria per mantenere la fosfoglucomutasi completa- 


si 
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Figura 17.3 La struttura ai raggi X della glicogeno fosforilasi di mu- 
scolo di coniglio. (a) Rappresentazione a nastro di una subunità della 
fosforilasi b. Essa è costituita da un dominio N-terminale, che è suddi- 
viso in due subdomini (subdominio interfaccia, residui 1-315, e sub- 
dominio che lega il glicogeno, residui 316-484) e da un dominio 
C-terminale. L'AMP è legato sia al sito allosterico che al sito inibitorio 
che lega i nucleosidi. Il G1P è legato al sito catalitico. Il piridossal 
fosfato, che è parzialmente nascosto in questa immagine, è legato 
alla Lys 679 nel dominio C-terminale. Il maltoeptosio è legato al sito 
che lega il glicogeno. | residui 1-18, non visibili nelle mappe di den- 
sità elettronica, sono rappresentati da una linea tratteggiata. La Ser 
14 è il sito della fosforilazione enzimatica. [Fonte: MCLAUGHLIN, P.}., 
STUART, D.I., KLEIN, H.W., OIKONOMAKOS, N.G. e JOHNSON, L.N., Bio- 
chemistry, 23, p. 5865, 1984.) (b) Rappresentazione al computer del- 
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la glicogeno fosforilasi a dimerica vista lungo il suo doppio asse di 
simmetria (questa vista è ruotata di un angolo di 45° intorno all'asse 
verticale rispetto a quella in (a); le differenze strutturali tra le due 
forme dell'enzima sono relativamente poche). La subunità in basso 
è colorata in arancio, mentre i domini N-terminale e C-terminale di 
quella in alto sono rispettivamente in blu e in verde. | vari ligandi 
legati sono in bianco: il gruppo fosforico al centro di ogni subunità 
indica il sito catalitico dell'enzima (le Ser 14 di entrambe le subunità 
sono nascoste in questa rappresentazione), le due catene di maltoep- 
tosio sono legate ai siti di legame del glicogeno, e l’AMP, che sta 
dietro la proteina, identifica i siti per l’effettore allosterico. (Per genti- 
le concessione di Stephen Sprang, University of Texas, Southwestern 
Medical Center.) (c) Disegno esplicativo della parte (b) che mostra 
i vari siti di legame per i ligandi. 
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"0 
CH,0H 
(6) 
TZ 
HO (0) 
G1P (6) Piro- 
fosfatasi 
inorganica 
PP; ————» 2P; 
(0) 


o (6) 


UDP-glucosio 


Figura 17.6 La reazione catalizzata dalla UDP-glucosio pirofosforila- 
si. La reazione è uno scambio fosfoanidridico in cui l'atomo di ossi- 
geno del gruppo fosforico del G1P attacca l'atomo di fosforo a del- 
l’UTP formando UDPG e rilasciando PP; viene rapidamente idroliz- 
zato dalla pirofosfatasi inorganica. 


Ione ossonio 
intermedio 


CH,0H + 


HO 


Figura 17.7 La reazione catalizzata dalla glicogeno sin- 
tasi coinvolge la formazione di uno ione ossonio inter- 
medio. 


o pa HO OH 
HO OH O 0, 
Glicogeno' (n+1 residui) HO OH 
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Gli enzimi che catalizzano le tre tappe coinvolte 
nella sintesi del glicogeno sono l’UDP-glucosio pi- 
rofosforilasi, la glicogeno sintasi e l'enzima di 
ramificazione del glicogeno (l’enzima ramifican- 
te). In questo paragrafo esamineremo le reazioni ca- 
talizzate da questi enzimi. Vedremo invece come que- 


* sti vengono regolati nel paragrafo 17.3. 


A. UDP-glucosio pirofosforilasi 


[735] L’UDP-glucosio pirofosforilasi catalizza la rea-. 


zione dell’UTP con il G1P (Fig. 17.6). In questa rea- 
zione l’atomo di ossigeno del gruppo fosforico del 
G1P attacca l’atomo di fosforo a dell’UTP formando 
UDPG e rilasciando PP;. Il AG°’ di questo scambio 
fosfoanidridico è, come ci si può aspettare, circa ze- 
ro. Il PP; formato però viene idrolizzato in una rea- 
zione altamente esoergonica dall’enzima onnipresente 
pirofosfatasi inorganica. La reazione complessiva 
della formazione dell’UDPG è quindi fortemente 


esoergonica: 
AG®‘(KJ - mol-1) 
GiP+UTP == UDPG+PP; - 0 
H20+PP, —> 2P; -31 


complessiva G1P+UTP —> UDPG+2P; —31 


UDP-glucosio 


Glicogeno (n residui) 


Sa CH,0H_L 


[736] 


Metabolismo del glicogeno 537 


© 88-08-10538-5 


La rottura del nucleoside trifosfato per formare PP; 
è una strategia biosintetica molto usata in natura. 
L’energia libera dell’idrolisi del PP; può essere utiliz- 
zata insieme all’energia libera di idrolisi del nucleosi- 
de trifosfato per guidare una reazione endoergonica 
a compimento (paragrafo 15.40). 


B. Glicogeno sintasi 


[736] Nella tappa successiva della sintesi del glicoge- 
no, la reazione della glicogeno sintasi, l’unità gluco- 
sidica dell’UDPG viene trasferita al gruppo C(4)—OH 
di una estremità non riducente del glicogeno per for- 
mare un legame glicosidico q(1 —> 4) (Fig. 17.7). La 
reazione della glicogeno sintasi, come quelle della gli- 
cogeno fosforilasi e del lisozima, si pensa che coin- 
volga la formazione di uno stato di transizione come 
ione ossonio del glucosio, in quanto viene inibita an- 
ch’essa dall’1,5-gluconolattone, un analogo che ricor- 
da strutturalmente la geometria a mezza sedia dello 
ione ossonio. 

Il AG°’ della reazione della glicogeno sintasi è 
— 13,4 kJ - mol-!, rendendo quindi spontanea la rea- 
zione complessiva di sintesi, nelle condizioni in cui 
la demolizione del glicogeno ad opera della glicoge- 


Catena terminale del glicogeno 
. con legami a(1 —> 4) 


no fosforilasi è anch’essa spontanea. Le velocità delle 
due reazioni devono essere controllate l’una indipen- 
dentemente dall’altra. Per ottenere ciò bisogna però 
pagare un certo prezzo energetico. In questo caso, 
per ogni molecola di G1P che viene convertita in glico- 
geno e poi rigenerata, viene idrolizzata una molecola 
di UTP ad UDP e P;. La sintesi e demolizione ciclica 
del glicogeno non è quindi una «macchina a moto per- 
petuo», ma un «motore» che funziona mediante l’idro- 
lisi dell’UTP. L’UTP viene ripristinato da una reazio- 
ne di trasferimento del gruppo fosforico catalizzata 
dalla nucleoside difosfato chinasi (paragrafo 26.3B): 


UDP+ATP == UTP+ADP 


quindi, l’idrolisi dell’UTP è energeticamente equiva- 
lente all’idrolisi dell'ATP. 

La glicogeno sintasi non può legare tra loro due 
unità di glucosio, ma può soltanto aggiungere unità 
glucosidiche ad una catena di glucano con legami 
a(1 —> 4) già esistente. Come viene iniziata allora 
la sintesi del glicogeno? La glicogeno sintasi può le- 
gare una unità di glucosio al gruppo —OH di uno 
specifico residuo di Tyr di una proteina chiamata gli- 
cogenina che agisce quindi da «promotore» per l’i- 
nizio della sintesi del glicogeno. 


PaVatatatatataValolele)elat 


Figura 17.8 La ramificazione del 
glicogeno. Le ramificazioni sono 
formate dal trasferimento di seg- 
menti terminali di sette residui da 
una catena lineare di glucano al 
gruppo C(6)-OH di un residuo di 
glucosio sulla stessa catena oppu- 
re su una catena diversa. 
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Enzima ramificante 
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da 
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[740][741] 


glicogeno fosforilasi e della glicogeno sintasi. Queste 
modificazioni alterano la struttura degli enzimi e mo- 
dificano la loro risposta ai regolatori allosterici. Di- 
scuteremo quindi il concetto di modificazione cova- 
lente in generale e vedremo come incrementa la sen- 
sibilità del sistema alle variazioni della concentrazio- 
ne di un effettore. In seguito, considereremo le fun- 
zioni di queste modificazioni nel metabolismo del gli- 
cogeno. Soltanto dopo saremo in grado di apprezza- 
re per intero la regolazione allosterica nel metaboli- 
smo del glicogeno. 


B. Modificazione covalente degli enzimi 
mediante una cascata ciclica: 
amplificazione del «segnale» 


[740 ] La glicogeno sintasi e la glicogeno fosforilasi pos- 
sono essere interconvertite enzimaticamente in due for- 
me con diverse proprietà cinetiche ed allosteriche me- 
diante una serie complessa di reazioni note come ca- 
scata ciclica. L’interconversione tra queste diverse 
forme di enzimi è dovuta a reazioni di modificazio- 
ne covalente e di demodificazione catalizzate da 
enzimi. 

In confronto con gli altri enzimi regolatori, i siste- 
mi enzimatici interconvertibili: 


1. Possono rispondere a un gran numero di stimoli 
allosterici. 

2. Hanno una maggiore flessibilità nei loro sistemi 
di controllo. 

3. Possiedono un enorme potenziale di amplificazio- 
ne nelle loro risposte a variazioni della concentra- 
zione degli effettori. 


Ciò è possibile in quanto gli enzimi che modificano 
e demodificano un enzima bersaglio sono essi stessi 
sotto controllo allosterico. Risulta quindi probabile 
che una piccola variazione nella concentrazione di un 
effettore allosterico possa causare una modificazione 
significativa nella quantità di un enzima bersaglio 
modificato e attivo. Questa cascata ciclica è rappre- 
sentata nella Fig. 17.11. 


Proprietà generali di una cascata ciclica 


[741 ]La Fig. 17.11a illustra lo schema di una cascata 
ciclica dove, per convenzione, la forma più attiva del- 
l’enzima bersaglio ha sempre il pedice «a» , mentre 
la forma meno attiva ha sempre il pedice «b». La mo- 
dificazione, in questo caso la fosforilazione, attiva l’en- 
zima. Notate che gli enzimi che determinano le mo- 
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dificazioni, R ed F, sono attivi soltanto quando sono 
legati ai loro effettori allosterici e, ed e9. I meccani- 
smi cinetici per l’interconversione delle forme modi- 
ficate e non modificate dell'enzima bersaglio, E, ed 
Ep, sono riportati nella Fig. 17.11b. 

Allo stato stazionario, la frazione di E nella forma 
attiva, [EJ/[Elr (dove [Ely=[Ex]+{[Ex] è la concentra- 
zione totale di enzima) determina la velocità della 
reazione catalizzata da E. Questa frazione è una fun- 
zione della concentrazione totale degli enzimi modi- 
ficanti, [F]r e [Rlr, della concentrazione dei loro ef- 
fettori allosterici e ed e2, delle costanti di dissocia- 
zione di questi effettori, ky e k,, oltre che delle co- 
stanti di dissociazione delle interconversioni stesse, 
Kr e K, (Fig. 17.11). Questa relazione è piuttosto com- 
plessa. Come è mostrato nell’Appendice a questo ca- 
pitolo, può essere però ridotta in termini semplici. 
L’appendice dimostra che, in una cascata ciclica, una 
variazione relativamente piccola della concentrazio- 
ne di e, l’effettore allosterico dell'enzima modifican- 
te F, può determinare una variazione molto più gran- 
de nel rapporto [Ex]/[Elr, la frazione di enzima E 
nella forma attiva. In altre parole, la cascata amplifi- 


(a) 
Meno Più 
attivo attivo 
À 
P; i H0 
Meno a ou Più 
attivo È +62 3 attivo 
(b) 
Kr kr 


ATP +F «01 +[}==[MATP-F-e:—>F-e:+[f+ADP 


K, k 
R-e,+==M-R-e; is +5 + P; 


Figura 17.11 (a) Una cascata monociclica. F ed R sono gli enzimi 
che modificano e che demodificano. Essi sono convertiti allosterica- 
mente da una forma inattiva a una attiva mediante il legame dei loro 
effettori e; ed e.. L'enzima bersaglio E è più attivo nella forma mo- 
dificata (E,) e meno attivo nella forma non modificata (Ep). Le frecce 
tratteggiate stanno ad indicare l’azione catalitica sulle reazioni verso 
cui sono rivolte. (b) Le equazioni chimiche per l’interconversione delle 
forme non modificata e modificata dell'enzima bersaglio. 
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Figura 17.12 Una cascata biciclica. Vedere la legenda della Fig. 17.11 
per la definizione dei simboli. In una cascata biciclica uno degli enzi- 
mi modificanti (F,) è pure soggetto a modificazioni chimiche. Esso 
è più attivo nello stato modificato (F2,) ed inattivo nello stato non 
modificato (Fap). 


ca la sensibilità del sistema a un effettore alloste- 
rico. 

Per ora abbiamo visto la modificazione covalente 
di un solo enzima, una cascata monociclica. Imma- 
giniamo ora una cascata biciclica che produca mo- 
dificazioni covalenti sia dell'enzima modificante (E) 
che dell’enzima metabolico bersaglio (E) (Fig. 17.12). 
Come ci si può aspettare, il potenziale di amplifica- 
zione del segnale, e;, e la flessibilità di controllo di 
questo sistema diventano enormi. 

Le attività della glicogeno fosforilasi e della glicoge- 
no sintasi sono controllate da cascate bicicliche. Con- 
sideriamo ora l’interconversione enzimatica che av- 
viene in queste cascate bicicliche. Cercheremo di con- 
centrare la nostra attenzione sulle modificazioni co- 
valenti della glicogeno fosforilasi e della glicogeno 
sintasi e su come queste modificazioni strutturali al- 
terano le interazioni dei loro effettori allosterici. Cer- 
cheremo anche di caratterizzare i vari enzimi modi- 
ficanti che operano all’interno delle cascate e i loro 
rapporti con gli effettori allosterici specifici. Infine, 
vedremo come le varie cascate cicliche del metaboli- 
smo del glicogeno operano in condizioni fisiologiche 
diverse. 


C. Cascata biciclica 
della glicogeno fosforilasi 


[742] Nel 1938, Carl e Gerti Cori scoprirono che la 
glicogeno fosforilasi esiste in due forme, la forma b 
che necessita di AMP per esprimere l’attività cataliti- 
ca, e la forma a che è attiva anche senza AMP. Ci 
sono però voluti altri venti anni di studi e di svilup- 
po delle tecniche di chimica delle proteine per arri- 
vare alla scoperta di Edwin Krebs e di Edmund Fi- 
scher, nel 1959, i quali dimostrarono che le due for- 
me di fosforilasi, a e b, corrispondono a una protei- 
na con uno specifico residuo di serina (Ser 14) rispet- 
tivamente nella forma fosforilata o defosforilata. 


La glicogeno fosforilasi: 
l’enzima bersaglio della cascata 


[743] L'attività della glicogeno fosforilasi viene con- 
trollata allostericamente mediante l’azione attivatri- 
ce dell’AMP ed inibitrice dell'ATP, del GGP e del glu- 
cosio (paragrafo 17.3A). In aggiunta a questa regola- 
zione allosterica, vi è anche il controllo da intercon- 
versione enzimatica mediata dall’azione di tre enzimi: 


1. Fosforilasi chinasi, che fosforila specificamente 
il residuo di Ser 14 della glicogeno fosforilasi b. 

2. Proteina chinasi cAMP dipendente, che fosfo- 
rila e quindi attiva la fosforilasi chinasi. 

3. Fosfoproteina fosfatasi-1, che defosforila e quin- 
di inattiva sia la glicogeno fosforilasi che la fosfo- 
rilasi chinasi. 


In un sistema enzimatico interconvertibile, alla for- 
ma «modificata» dell’enzima è assegnato il prefisso 
m ed alla forma «originale « (non modificata) dell’en- 
zima il prefisso o, mentre le forme enzimatiche più 
e meno attive vengono indicate con i suffissi a e b. 
La o-fosforilasi b (non modificata e meno attiva) è 
la forma controllata allostericamente dall’AMP, dal- 
lATP e dal GGP (Fig. 17.9). La fosforilazione produce 
la m-fosforilasi a (modificata e più attiva), ma rimuo- 
ve tutti gli effetti di questi modulatori allosterici. Se- 
condo il modello simmetrico dell’allosterismo (para- 
grafo 9.4), la fosforilazione della Ser 14 sposta l’equi- 
librio tra gli stati T (inattivo)== R (attivo) dell’enzi- 
ma a favore dello stato R (Fig. 17.9). Quindi, il grup- 
po fosforico sulla Ser 14 della fosforilasi a è analogo 
a un attivatore allosterico: promuove il legame del 
segmento N-terminale con struttura non ordinata del- 
la proteina all’interfaccia in un modo che ricorda quel- 
lo dell’effettore allosterico AMP (Fig. 17.10) e facilita. 
lo spostamento dell’equilibrio T=® R. 
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[746] [747] 


CAMP è quindi responsabile della frazione di protei- 
na chinasi nella forma attiva e di conseguenza della 
velocità con cui viene fosforilato il suo substrato. In- 
fatti, in tutti gli eucarioti, gli effetti fisiologici del 
cAMP vengono esercitati attraverso l’attivazione di 
specifiche proteine chinasi. 


Fosfoproteina fosfatasi-1 


[746]1 livelli di fosforilazione stazionari della mag- 
gior parte degli enzimi che partecipano a una casca- 
ta ciclica sono mantenuti dalle opposte attività di fo- 
sforilazione catalizzata da una chinasi e di defosfori- 
lazione catalizzata dalla fosfoproteina fosfatasi-1. Que- 
st’ultimo enzima catalizza l’idrolisi dei gruppi fosfo- 
rici dalle forme m della glicogeno fosforilasi a, dalle 
subunità a e 8 della fosforilasi chinasi e, come vedre- 
mo in seguito, da altre due proteine coinvolte nel 
metabolismo del glicogeno. 

La fosfoproteina ‘fosfatasi-1 viene inibita dal lega- 
me della proteina nota come inibitore della fosfo- 
proteina fosfatasi. Questa proteina rappresenta un 
altro esempio di controllo mediante l’interconversio- 
ne enzimatica: anch’essa viene modificata dalla pro- 
teina chinasi cAMP dipendente e demodificata dalla 
fosfoproteina fosfatasi-1 (Fig. 17.13, in basso), anche 
se in questo caso è una Thr ad essere fosforilata e 
defosforilata, invece di una Ser. La proteina funzio- 
na da inibitore soltanto quando è nella forma fosfori- 
lata. La concentrazione di cAMP controlla quindi la 
quantità della forma fosforilata di un enzima non 
soltanto aumentando la velocità con cui viene fosfori- 
lato, ma anche diminuendo la velocità con cui viene 
defosforilato. Nel caso della glicogeno fosforilasi un 
aumento della [cAMP] determina un incremento nella 
velocità di attivazione dell’enzima e un decremento 
nella velocità di deattivazione. 

L’attività della fosfoproteina fosfatasi-1 viene anche 
controllata dal legame alla m-fosforilasi a. Studi ai 
raggi X hanno stabilito che la fosforilasi subisce una 
notevole modificazione conformazionale passando 
dallo stato T allo stato R. Forse il principale ‘sposta- 
mento in questa modificazione conformazionale è 
quello del gruppo fosforico legato alla Ser 14 che passa 
dalla superficie dell'enzima nello stato T (inattivo) 
ad una posizione sepolta, alcuni àngstròm più in bas- 
so della superficie della proteina, nell’enzima allo stato 
R (attivo) (Fig. 17.10). Sia la forma R che la forma 
T della fosforilasi a legano saldamente la fosfoprotei- 
na fosfatasi-1, ma soltanto nell’enzima allo stato T 
il gruppo fosforico della Ser 14 è accessibile alla fo- 
sfatasi che lo idrolizza e converte la fosforilasi a in 
fosforilasi b. Quando la fosforilasi è nella forma R 
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sottrae la fosfoproteina fosfatasi-1 dall'ambiente. Nel- 
le condizioni in cui la fosforilasi a si converte nello 
stato T (paragrafo 17.3G), la fosfoproteina fosfatasi-1 
può idrolizzare il gruppo fosforico della Ser 14 ora 
esposto convertendo la m-fosforilasi a in o-fosforilasi 
b, che ha una bassa affinità di legame per la fosfo- 
proteina fosfatsi-1. Un effetto della demodificazione 
della fosforilasi a è quindi la scomparsa dell’inibizio- 
ne della fosfoproteina fosfatasi-1, mediante il suo ri- 
lascio dalla fosforilasi e la possibilità che ora ha di 
agire su altre fosfoproteine dell'ambiente. Poiché la 
glicogeno fosforilasi è 10 volte più rappresentata della 
fosfoproteina fosfatasi-1, il suo rilascio avviene quan- 
do più del 90% della glicogeno fosforilasi è nella for- 
ma di o-fosforilasi b. La glicogeno sintasi è tra le 
proteine che vengono defosforilate dalla fosfopro- 
teina fosfatasi-1, quando quest’ultima viene rilascia- 
ta dalla fosforilasi. Contrariamente a quanto accade 
alla fosforilasi, la defosforilazione attiva la glicoge- 
no sintasi. Questo enzima è coinvolto in un’altra ca- 
scata biciclica, le cui proprietà sono esaminate più 
avanti. 


D. Cascata biciclica 
della glicogeno sintasi 


[747] Come la glicogeno fosforilasi, la glicogeno sin- 
tasi può esistere in due forme interconvertibili: 


1. La forma modificata (m; fosforilata) che è inattiva 
nelle condizioni fisiologiche (la forma b). 

2. La forma originale (0; defosforilata) che è attiva 
(la forma a). 


La m-glicogeno sintasi b viene regolata allosterica- 


‘ mente: essa è inibita fortemente da concentrazioni 


fisiologiche di ATP, ADP e P;. Questa inibizione può 
essere rimossa dal GGP, ma soltanto a concentrazioni 


non fisiologiche sopra i 10mm. Poiché nel muscolo . 


la concentrazione di G6P non supera valori di 
0,2-0,4mm, l’enzima modificato è quasi completamen- 
te inattivo nella cellula (in vivo). L'attività dell’enzi- 


ma non modificato è invece essenzialmente indipen- - 


dente da questi effettori e quindi l’attività della gli- 
cogeno sintasi nella cellula dipende dalla frazione di 
enzima nella forma non modificata. 

I dettagli meccanicistici dell’interconversione della 
glicogeno sintasi tra la forma non modificata e la for- 
ma modificata sono particolarmente complessi e non 
ancora chiariti come quelli della glicogeno fosforila- 
si. Risulta chiaro però che la frazione di enzima non 


modificato dipende in parte da una cascata biciclica 
a cui partecipano la fosforilasi chinasi e la fosfopro- 


teina fosfatasi-1, enzimi che fanno parte anche della 
cascata biciclica della glicogeno fosforilasi (Fig.17.13; 
a destra). Altre sei proteine chinasi sono però inte- 
ressate, almeno in parte, alla deattivazione della gli- 
cogeno sintasi del muscolo umano, fosforilando que- 
sto omodimero a livello di uno o più dei suoi nove 
residui di Ser presenti in ogni subunità (di 737 resi- 
dui amminoacidici). Tra questi enzimi sono compre- 
si: la proteina chinasi cAMP dipendente; in questo 
caso la deattivazione della glicogeno sintasi può esse- 
re considerata come una cascata monociclica; la pro- 
teina chinasi calmodulina dipendente, che viene 
attivata dalla presenza di calcio; la proteina chinasi 
€, che risponde alla presenza extracellulare di alcuni 
ormoni mediante un meccanismo descritto nel para- 
grafo 34.4B; la glicogeno sintasi chinasi-3, il cui 
meccanismo di attivazione è ancora sconosciuto. Il 
motivo per cui la deattivazione della glicogeno sinta- 
si è regolata in un modo così elaborato, se paragona- 
ta alla sua attivazione oppure al meccanismo di atti- 
vazione/deattivazione della glicogeno fosforilasi è un 
problema ancora non risolto, ma qualunque esso sia, 
il sistema è in grado di monitorare efficacemente lo 
stato metabolico dell’organismo. 


E. Integrazione dei meccanismi di controllo 


.del metabolismo del glicogeno 


[748 ] La sintesi e la degradazione netta del glicogeno 
e la velocità di questi processi dipendono dal rappor- 
to tra le forme attive della glicogeno sintasi e della 
glicogeno fosforilasi, che a sua volta dipende dalle 
velocità delle reazioni di fosforilazione e di defosfo- 
rilazione delle due cascate bicicliche. Questi mecca- 
nismi, di cui uno controlla la velocità di demolizione 
e l’altro la velocità di sintesi del glicogeno, sono col- 
legati l’uno all’altro. Questa dipendenza è dovuta al- 
la proteina chinasi cAMP dipendente e alla fosforila- 
si chinasi che, mediante fosforilazione, attivano la fo- 
sforilasi e inattivano la glicogeno sintasi. Le cascate 
sono anche collegate dalla fosfoproteina fosfatasi-1, 
che viene inibita dalla fosforilasi a e quindi è incapa- 
ce di attivare (defosforilare) la glicogeno sintasi a me- 
no che non abbia prima inattivato (per defosforila- 
zione) la fosforilasi a. 


Gli ormoni innescano il metabolismo 
del glicogeno 


[748] 1 metabolismo del glicogeno nel fegato viene 
controllato in ultima analisi dall’ormone polipeptidi- 
co ghucagone. 


Metabolismo del glicogeno 545 


+ 
HgN-His- Ser- Glu-Gly - Thr- Phe - Thr - Ser - Asp- Tyr- 10 
Ser - Lys - Tyr- Leu- Asp- Ser - Arg - Arg - Ala- Gln- 20 


Asp - Phe - Val - Gin - Trp- Leu - Met- Asn - Thr- COO 29 
Glucagone 


Nel muscolo e in altri tessuti il controllo viene eserci- 
tato dagli ormoni adrenalinici adrenalina (epine- 
frina) e noradrenalina (norepinefrina). 


OH 
OH 


HO-C—-H 
m 
ur 
x X=CH3 Epinefrina 
X=H Norepinefrina 

Earl Sutherland stabilì che questi ormoni agiscono 
sulla superficie della cellula stimolando l’adenilato ci- 
clasi, aumentando quindi la [cAMP], che poi agisce 
all’interno della cellula come un secondo messag- 
gero, cioè come un mediatore intracellulare del mes- 
saggio ormonale (il meccanismo di attivazione della 
adenilato ciclasi viene trattato nel paragrafo 34.4B). 
In seguito a questa scoperta, fu possibile stabilire che 
il cAMP, che è presente in tutte le forme di vita, 
è un elemento di controllo essenziale in molti pro- 
cessi biologici. 

Quando la stimolazione ormonale operata dal glu- 
cagone o dall’adrenalina porta ad un incremento della 
concentrazione di CAMP, l’attività della proteina chi- 
nasi cAMP dipendente aumenta, in parallelo alla fo- 
sforilazione di molte proteine e ad una diminuzione 
della loro velocità di defosforilazione. Un decremen- 
to della velocità di defosforilazione determina, come 
abbiamo visto prima, una maggiore fosforilazione del- 
l’inibitore della fosfoproteina fosfatasi, che poi bloc- 
ca la fosfoproteina fosfatasi-1. Anche un aumento del- 
la quantità di fosforilasi a contribuisce all’inibizione 
della fosfoproteina fosfatasi. 

Per effetto delle proprietà amplificatrici delle casca- 
te cicliche, una piccola variazione della concentrazio- 
ne di cAMP determina un notevole cambiamento nel- 
la frazione di enzimi presenti nelle loro forme fosfo- 
rilate. Quando una grande quantità degli enzimi del 
metabolismo del glicogeno sono presenti nella loro 
forma fosforilata, il flusso metabolico è nella direzio- 
ne della demolizione del glicogeno, in quanto la gli- 
cogeno fosforilasi è attiva e la glicogeno sintasi è inat- 
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548 Capitolo 17 


ATp PFK-2 (defosfoenzima ) ADP 
del fegato 


2o3P-0—CH, o__ OH 
H HO 
H CH,0H 
HO H 


B-p-fruttosio-6-fosfato 


(F6P) 
P; del fegato 


Figura 17.16 La formazione e la degradazione del £-D- 
fruttosio-2,6-bisfosfato catalizzate dalla PFK-2 e dalla FBPasi-2, due 
attività enzimatiche presenti sulla stessa proteina. La defosforilazione 
dell'enzima presente nel fegato attiva la PFK-2 ed inattiva la FBPasi-2. 


temporaneamente la deinibizione della FBPasi dovu- 
ta alla diminuzione della [F2,6P] stimola la gluco- 
neogenesi, cioè la formazione di glucosio da pre- 
cursori non saccaridici come gli amminoacidi, attra- 
verso una via che in effetti inverte il flusso della via 
glicolitica (paragrafo 21.1). Questo processo rappre- 
senta una secondo modo per produrre glucosio. Quan- 
do invece la concentrazione di glucosio nel sangue 
è alta, i livelli di cAMP diminuiscono, l’enzima epati- 
co PFK-2/FBPasi-2 viene defosforilato dalla fosfopro- 
teina fosfatasi-1, con un’attivazione della PFK-2 che 
determina un aumento della [F2,6P]. La PFK ora di- 
venta attiva, mentre la FBPasi risulta inibita e il flus- 
so glicolitico netto si inverte di nuovo da quello glu- 
coneogenetico a quello glicolitico. 

Il controllo metabolico esercitato dal F2,6P nel mu- 
scolo cardiaco è diverso da quello nel fegato. Nel mu- 
scolo cardiaco, l’aumento della demolizione del gli- 
cogeno è coordinato con un aumento della glicolisi 
e non con la secrezione di glucosio. Ciò avviene in 
quanto la fosforilazione dell’enzima PFK-2/FBPasi-2, 
che nel muscolo è una forma isoenzimatica diversa 
da quella epatica, attiva-invece di inibire la PFK:2. 
Gli ormoni che stimolano la demolizione del glicoge- 
no, determinano nel muscolo cardiaco un aumento 
della concentrazione di F2,6P e quindi stimolano an- 
che la glicolisi. 


G. Risposta allo stress 


[753] L’adrenalina e la noradrenalina, spesso chiamati 
anche ormoni del «combattimento» o della «fuga», ven- 
gono rilasciati nel flusso sanguigno dalle gliandole 
surrenali in risposta a uno stress. I recettori per l’a- 
drenalina (noti come recettori 8 adrenergici; para- 


FBPasi-2 (fosfoenzima) 
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grafo 34.4A) presenti sulla superficie delle cellule del: 
muscolo e del fegato rispondono a questi ormoni co- 
me i recettori per il glucagone rispondono all’arrivo 
dell’ormone. Essi attivano l’adenilato ciclasi e causano’ 
quindi un aumento della concentrazione di cAMP. L’a- 
drenalina inoltre stimola le cellule pancreatiche a a 
secernere glucagone, che porta ad un ulteriore aumen- 
to della [CAMP] nel fegato. Il G6P prodotto in conse- 
guenza della demolizione del glicogeno entra, nel mu-. 
scolo, nella via glicolitica, producendo ATP e aiutan- . 
do il muscolo a superare lo stress che ha generato il' 
rilascio di adrenalina. Contemporaneamente il fegato: 
secerne glucosio nel flusso sanguigno, che servirà co- 
me altro materiale combustibile per il muscolo stesso. -. 


) 


4. MALATTIE DA DISFUNZIONI 3 
NEL METABOLISMO DEL GLICOGENO 


[754]Essendo il metabolismo del glicogeno compo- 
sto da sistemi così finemente regolati, non è sorpren- 
dente che alcuni difetti enzimatici determinati gene- 
ticamente provochino la comparsa di forme patolo- 
giche. Lo studio di questi stati morbosi e delle defi- 
cienze enzimatiche che li determinano ha fornito una . 
serie di informazioni che hanno contribuito a chiari- 
re il sistema. Sotto questo aspetto, le malattie geneti- 
che possono presentare per la ricérca notevoli van: 
taggi. D'altro canto, la caratterizzazione biochimica 
delle vie metaboliche colpite da una malattia geneti- 
ca ha portato spesso ad individuare le corrette strate: . 
gie per il trattamento. Molte di queste malattie sono 
caratterizzate dalla deficienza ereditaria di uno de- . 
gli enzimi del metabolismo del glicogeno. Alcuni di 
questi difetti sono elencati nella Tabella 17.1. 


Tipo I: deficienza di glucosio-6-fosfatasi 
Gmalattia di von Gierke) 


[755] La glucosio-6-fosfatasi catalizza la tappa finale 


Fralza 
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che porta al rilascio di glucosio nel flusso sanguigno 
da parte del fegato. 

La deficienza di questo enzima determina un au- 
mento della concentrazione di GGP e al tempo stesso 
un accumulo di glicogeno con struttura normale nel 
fegato e nel rene (ricordate che il GGP attiva la glico- 
geno sintasi e inibisce la glicogeno fosforilasi) e una 
incapacità a incrementare la concentrazione di glu- 
cosio nel sangue in risposta al glucagone oppure al- 
l'adrenalina. 

I suoi sintomi comprendono un ingrossamento del 
fegato, una grave ipoglicemia (poco zucchero nel 
sangue) dopo alcune ore di digiuno e una crescita 
fortemente ritardata. Il trattamento della malattia vie- 
ne effettuato con farmaci capaci di inibire l’assunzio- 
ne di glucosio da parte del fegato per aumentare la 
concentrazione del glucosio nel sangue, con una con- 
tinua alimentazione intragastrica notturna, sempre 
per mantenere elevata la concentrazione del gluco- 
sio nel sangue, e la trasposizione chirurgica della ve- 
na porta, che normalmente alimenta direttamente il 
fegato partendo dall’intestino, in modo da far passa- 
re questo sangue ricco di zucchero nei tessuti perife- 
rici prima di entrare nel fegato. 

Quest’ultimo trattamento porta ad un duplice bene- 
ficio; cioè, consente ai tessuti di ricevere più glucosio 
e diminuisce la conservazione dello zucchero sotto 
forma di glicogeno nel fegato. Il trapianto del fegato 
ha avuto successo in alcuni pazienti in cui questo trat- 
tamento chirurgico è stato effettuato. 


Tatgtnemezce Telve e ate 
1 Malattie ereditar 
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Tipo II: deficienza di a-1,4-glucosidasi (malat- 
tia di Pompe) 


[756] Questa è la malattia del metabolismo del glico- 
geno più devastante. È dovuta ad un grosso accumu- 
lo di glicogeno con struttura normale nei lisosomi 
di tutte le cellule e porta alla morte per deficienze 
cardiorespiratorie, di solito prima del primo anno di 
vita. Non abbiamo discusso la a-1,4-glucosidasi nei 
paragrafi che riguardavano la sintesi e la demolizio- 
ne del glicogeno in quanto questa idrolasi non fa parte 
di queste vie metaboliche. Essa è presente nei lisoso- 
mi dove idrolizza il maltosio (paragrafo 10.2B) e altri 
oligosaccaridi lineari oltre alle ramificazioni esterne 
del glicogeno, formando glucosio libero. Il motivo per 
cui i lisosomi ingeriscono e degradano granuli di gli- 


x 


cogeno è ancora sconosciuta. 


Tipo HI: deficienza di amilo-1,6-glucosidasi 
(enzima deramificante; malattia di Cori) 


[757] In questa malattia, il glicogeno ha una struttu- 
ra anormale con catene esterne molto corte e si accu- 
mula nel fegato e nel muscolo, in quanto la mancan- 
za dell’enzima deramificante non consente una ulte- 
riore demolizione della molecola del glicogeno. An- 
che in questo caso, uno dei sintomi è l’ipoglicemia, 
ma non è così grave come nella malattia di Gierke 
(Tipo 1). Il poco zucchero nel sangue dovuto a una 
minore efficienza della demolizione del glicogeno vie- 


Tipo Deficienza enzimatica Tessuto Nome comune Struttura del glicogeno 
I Glucosio-6-fosfatasi Fegato Malattia di von Gierke Normale 
Il . @-1,4-glucosidasi Tutti i liposomi Malattia di Pompe Normale 


Ill Amilo-1,6-glucosidasi Tutti gli organi . Malattia di Cori Catene esterne mancanti 
(enzima deramificante) o molto corte 
IV Amilo-(1,4 —> 1,6)-transglicosilasi Fegato, Malattia di Andersen Catene molto lunghe 
(enzima ramificante) probabilmente non ramificate 
tutti gli organi 
Vv Glicogeno fosforilasi Muscolo Malattia di McArdle Normale 
VI Glicogeno fosforilasi Fegato Malattia di Hers Normale 
VII Fosfofruttochinasi Muscolo Normale 
VII Fosforilasi chinasi Fegato Malattia di Tarui Normale 
IX Glicogeno sintasi Fegato Normale, deficiente 


in quantità 


oi tipi pl iii. los inc eil. T_T —t LL rino i ee tin, 
* Tutti i tipi, escluso il tipo VIII, sono autosomici recessivi; il tipo VIII è legato al sesso. s 
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che, come certamente ricorderemo, descrive gli effetti della concentrazione 
del substrato sulla velocità di una reazione. Quindi in analogia con l’equazio- 
ne di Michaelis-Menten, dove Ky è la concentrazione di substrato necessa- 
ria per avere metà della velocità massima, la Ky apparente nell’equazione 


[17.A1] Gl primo termine al denominatore) rappresenta la concentrazione 


di e; necessaria perché la metà di E sia nella forma attiva; quindi, 


k{The. 
K{K2+€s) 
Kep= "zie _ g 
Mine» _kfFh 


KKa+e2) K; 


[17.42] 


L’equazione [17.A2] stabilisce che la concentrazione di e; necessaria a far . 


acquistare alla metà di E la forma attiva è il prodotto tra un complesso di 
costanti moltiplicate per K., la costante di dissociazione di e, da F (la con- 
centrazione di e; richiesta per convertire metà di F nella sua forma attiva; 
e,= Ki quando [F - e;]=[F]. Cerchiamo di vedere da questa analisi se le ca- 
scate cicliche sono in grado di amplificare la sensibilità di un sistema, in 
questo caso la reazione catalizzata da E, alle variazioni nella concentrazione 
di un effettore allosterico, in questo caso ei. 

Come possiamo definire questa amplificazione? L’effetto di un effettore al- 
losterico (e;) è stato amplificato se un piccolo effetto su un enzima (F) deter- 
mina un grande effetto su un altro enzima (E). Cioè, se abbiamo bisogno 
di meno e; per convertire la metà di E nella sua forma attiva di quanto 
non ne serva a convertire metà di F nella sua forma attiva, allora possiamo 
dire che l’effetto di e, è stato amplificato. Definiamo ora un fattore di am- 
plificazione, A, come il rapporto tra K; (la concentrazione di e; necessaria 
a convertire metà di F nella sua forma attiva) e KîPP (la concentrazione di 
e, necessaria perché metà di E diventi attivo). Quindi usando la relazione 
nell’equazione [17.A2] e riarrangiando: 


RE Ki =1+ kj FlrKAKa + €2) 


Ki? Kjk{Rlrez 


[17.A3] 


Possediamo ora una relazione che ci consente di stabilire l’efficienza di una 
cascata ciclica nell’amplificare l’effetto di un modulatore allosterico. Vedia- 
mo cosa potrebbe diventare il fattore di amplificazione se, per restare in 
argomento, diamo i seguenti valori arbitrari, ma non certo irrealistici, alle 
costanti di velocità: k:=2k,, K,=2Ky, [Flr=2[Rlr e K2=2e. Dopo la sostitu- 
zione di questi valori nell’equazione [17.A3], vediamo che A diventa uguale 
a 25. Quindi, con questi parametri, vi è un’amplificazione di 25 volte dell’ef- 
fetto di e, su-F. Differenze maggiori tra i parametri in un senso e nel senso 
contrario del sistema potranno produrre amplificazioni ancora più elevate. 
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LE 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


[765] Negli animali, quando il glucosio non è necessa- 
rio come fonte di energia metabolica, esso viene con- 
servato principalmente nel fegato e nei muscoli sotto 
forma di glicogeno, un glucano con legami a(1 —> 4) 
e con ramificazioni a(1 — 6) ogni 8-12 residui. La 
demolizione del glicogeno a glucosio-6-fosfato (GGP) è 
un processo a due tappe. La glicogeno fosforilasi ca- 
talizza la fosforolisi del legame glicosidico di un resi- 
duo terminale di glucosio formando glucosio-1-fosfato 
(G1P). La fosfoglucomutasi interconverte G1P e GGP. 
La completa degradazione del glicogeno avviene ad 
opera di un enzima deramificante che catalizza il tra- 
sferimento di catene di tre residui all’estremità non 
riducente di altre catene e l’idrolisi dell’unità di glu- 
cosio che è rimasta legata con un legame a(1 —> 6). 

Il glicogeno viene sintetizzato dal G6P in una via 
diversa da quella per la sua degradazione. Il GGP vie- 
ne convertito in G1P dalla fosfoglucomutasi. L’UDP- 
glucosio pirofosforilasi utilizza l’UTP per convertire 
il G1P in UDP-glucosio, l’intermedio attivato nella sin- 
tesi del glicogeno. L’idrolisi del PP; generato nella rea- 
zione precedente a opera della pirofosfatasi inorgani- 
ca favorisce il completamento della reazione. Le uni- 
tà di glucosio sono trasferite dall’UDP-glucosio al grup- 
po C(4)-OH di un residuo terminale di una catena che 
sta crescendo per mezzo della glicogeno sintasi. Le 
ramificazioni sono prodotte per l’azione di un enzi- 
ma ramificante che trasferisce catene lineari di circa 
sette residui sul gruppo C(4)-OH di un residuo di glu- 
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cosio nella stessa catena o in altre catene del glicogeno. 

Le velocità a cui il glicogeno viene sintetizzato dalla 
glicogeno sintasi e a cui viene degradato dalla glicoge- 
no fosforilasi sono controllate dai livelli di effettori 
allosterici come l’ATP, l’AMP, il GGP e il glucosio. Un 
ulteriore controllo mediante un meccanismo di fosfo- 
rilazione/defosforilazione si sovrappone a quello allo- 
sterico. Le chinasi che catalizzano queste modifica- 
zioni fanno parte di una cascata amplificatrice con- 
trollata in ultima analisi dagli ormoni glucagone e 
adrenalina. Questi ormoni determinano la demolizio- 
ne del glicogeno producendo un aumento della con- 
centrazione intracellulare di cAMP. Il cAMP attiva la 
proteina chinasi cAMP dipendente che, anche mediante 
l’attivazione della fosforilasi chinasi, determina la fo- 
sforilazione della glicogeno fosforilasi e della glicoge- 
no sintasi. La fosforilazione attiva la glicogeno fosfo- 
rilasi, ma inattiva la glicogeno sintasi. Una diminu- 
zione della concentrazione di cAMP genera una defo- 
sforilazione di questi enzimi ad opera della fosfopro- 
teina fosfatasi-1. La concentrazione nel fegato di F2,6P, 
un attivatore della PEK ed un inibitore della FBPasi, 
dipende anch’essa dalle velocità di fosforilazione e di 
defosforilazione cAMP dependente. 

Le malattie del metabolismo del glicogeno sono cau- 
sate da un difetto genetico di uno degli enzimi del 
metabolismo del glicogeno. Sono state identificate nel- 
l’uomo nove diverse deficienze enzimatiche, con ca- 
ratteristiche e severità diverse. 
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Il trasporto 
attraverso 
le membrane 


[767 ] 1 metabolismo ha luogo all’interno delle cellu- 
le che sono separate dal loro ambiente circostante 
dalle membrane plasmatiche. In aggiunta, le cellule 
eucariotiche sono divise in compartimenti da mem- 
brane intracellulari, che formano le strutture inter- 
ne dei vari organelli. Il nucleo non polare rende le 
membrane biologiche particolarmente impermeabi- 
li alla maggior parte degli ioni e delle sostanze pola- 
ri; quindi questi composti: possono attraversare la 
membrana soltanto mediante l’azione di specifiche 
proteine di trasporto. Queste proteine sono neces- 
sarie a tutti i movimenti transmembrana degli ioni, 
quali il Na*, il K*, il Ca?+ ed il CI, oltre che a 
quelli di metaboliti quali il piruvato, gli amminoaci- 
di, gli zuccheri e i nucleotidi. Le proteine trasporta- 
trici sono pure responsabili di tutti i fenomeni biolo- 
gici elettrochimici. In questo capitolo discuteremo la 
termodinamica, la cinetica e i meccanismi chimici 
di questi sistemi di trasporto attraverso la membrana. 


‘ 


1. TERMODINAMICA DEL TRASPORTO 


[ 768] Come abbiamo visto nel paragrafo 3.4A, l’ener- 
gia libera di un soluto A dipende dalla sua concen- 
trazione: 


Ga-G£'=RT In [A] [18.1] 


dove Ga è il potenziale chimico (l’energia libera 
molare parziale) di A (i trattini sulle lettere indicano 


la quantità per mole) e G3' è il potenziale chimico . 


dello stato standard. Questa equazione è applicabile 
solo alle soluzioni ideali: per le soluzioni non ideali 
(reali), le concentrazioni molari devono essere sosti- 
tuite dalle attività (Appendice al Capitolo 3). Questa 
complicazione aggiuntiva non è rilevante per i no- 
stri scopi in quanto alle basse concentrazioni fisiolo- 
giche delle sostanze biologiche, i valori delle attività 


TTT Oo TtTrrrr tette tt et bi bin ninni ni 
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si avvicinano a quelli delle rispettive concentrazioni 
molari. 

La diffusione di una sostanza tra i due lati di una 
membrana 


A (fuori)== A (dentro) 


ricorda termodinamicamente il raggiungimento di 
un equilibrio chimico. Una differenza nella concen- 
trazione di una sostanza ai due lati di una membra- 
na genera una differenza di potenziale chimico: 


AG,=Ga(dentro)-Gx(fuori)=RT In (Ale [18.2] 
[A] fuori 


Di conseguenza, se la concentrazione di A al di fuori 
della membrana è maggiore di quella in contatto con 
la parte interna, AGA per il trasferimento di A dal- 
l’esterno all’interno sarà negativo e il flusso netto in 
quella direzione sarà spontaneo. Se invece la concen- 
trazione di A è maggiore all’interno rispetto a quella 
presente all’esterno, AG4 risulterà positivo e un 
flusso netto nella direzione esterno-interno potrà av- 
venire solo se viene accoppiato ad esso un altro pro- 
cesso esoergonico, come l’idrolisi dell'ATP, che ren- 
da la variazione complessiva di energia libera di va- 
lore negativo. 


I potenziali di membrana derivano da differenze 
nelle concentrazioni di sostanze ioniche 
transmembrana 


Lz69 ] La permeabilità delle mambrane biologiche agli 
ioni come l’H*, il Na+, il K+; il CI, il Ca?+ ecc., 
è controllata da specifici sistemi di trasporto immer- 
si nella membrana, che analizzeremo nel prossimo 
paragrafo. La risultante differenza di cariche attra- 
verso una membrana biologica genera una differen- 
za di potenziale elettrico, AY= Ydentro)— Yfuori), do- 
ve Ay viene detto il potenziale di membrana. Se 
A è una forma ionica, l’equazione [18.2] deve essere 
modificata per comprendere anche il lavoro elettri- 
co effettuato per trasferire una mole di A attraverso 
la membrana dall’esterno verso l’interno: 


CA laentro 


AG4=RT In 
hi | [A Jfiuorî 


+Za5A4y [18.3] 


dove Z4 è la carica ionica di A; & la costante di Fa- 
raday, è la carica di una mole di elettroni (96,464 
C-mol-!) e G, è il potenziale elettrochimico di 
A. 


È possibile misurare direttamente mediante microe- 


lettrodi i potenziali delle membrane delle cellule vi- 
venti. I valori di Ay di — 100 mV (l’interno negativo) 
non sono infrequenti (notate che 1 V=1 J-C-1). 
Quindi l’ultimo termine dell’equazione [18.3] è spes- 
so significativo per le sostanze ioniche. 


2. CINETICA 
E MECCANISMI DI TRASPORTO 


[770] La termodinamica stabilisce se un dato proces- 
so di trasporto avverrà spontaneamente, ma, come 
abbiamo visto per le reazioni chimiche o enzimati- 
che, non ci fornisce alcuna informazione sulle veloci- 
tà di questi processi. L’analisi cinetica dei processi 
di trasporto insieme a studi meccanicistici hanno per- 
messo ugualmente di caratterizzare questi processi. 
Vi sono due tipi di processi di trasporto: il traspor- 
to non mediato e il trasporto mediato. Il traspor- 
to non mediato avviene per diffusione semplice. Al 
contrario, il trasporto mediato avviene mediante l’a- 
zione di specifiche proteine trasportatrici, chiamate 
anche permeasi, portatori, traslocasi, traslocato- 
ri oppure trasportatori. Il trasporto mediato viene 
suddiviso in altre due categorie a seconda della ter- 
modinamica del sistema: 


1. Il trasporto mediato passivo o diffusione fa- 
cilitata, in cui specifiche molecole fluiscono da 
un compartimento ad alta concentrazione ad uno 
a bassa concentrazione fino a raggiungere l’equi- 
librio ed annullare il gradiente di concentrazione. 

2. Il trasporto attivo, in cui specifiche molecole 
vengono trasportate da un compartimento a bas- 
sa concentrazione ad uno ad alta concentrazione, 
cioè contro il gradiente di concentrazione. Que- 
sto è un processo endoergonico e deve essere ac- 
coppiato ad un altro sufficientemente esoergoni- 
co da favorire il trasporto. 


In questo paragrafo vedremo la natura dei trasporti 
non mediati e li paragoneremo al trasporto passivo 
mediato, usando, come esempio, il trasportatore del 
glucosio nell’eritrocita e gli ionofori. Il trasporto atti- 
vo verrà esaminato nei paragrafi successivi. 


A. Il trasporto non mediato 


Lyra] La forza trainante del flusso non mediato della 
sostanza A attraverso un mezzo è il gradiente del po- 
tenziale elettrochimico dello stesso A. Questa relazione 
viene espressa dall’equazione di Nernst-Planck: 
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rapidamente il glucosio e che distingue tra D-glucosio 
e D-mannitolo. 


Cinetica di saturazione 


[774] La dipendenza dalla concentrazione del traspor- 
to del glucosio stabilisce che il suo flusso obbedisce 
alla relazione: 


_ JmaxlA] 


= [18.7] 
Km+[A] 


JA 


Questa funzione di saturazione ha una forma iper- 
bolica famigliare (Fig. 183.3). Abbiamo visto un anda- 
mento simile nell’equazione [9.2] che descrive il le- 
game dell’O, alla mioglobina e nell’equazione di 
Michaelis-Menten che descrive le velocità delle rea- 
zioni enzimatiche (equazione [13.24]). Come in pre- 
cedenza, il termine Ky può essere definito operati- 
vamente come il valore corrispondente alla concen- 
trazione di glucosio quando il flusso del trasporto 
è metà di quello massimo, Jmax/2. L’esistenza di una 
cinetica di saturazione per il trasporto del glucosio 
è stata la prima prova concreta della presenza in una 
membrana di uno specifico numero di siti saturabili, 
coinvolti nel trasporto di qualsiasi sostanza. 

Il processo di trasporto può essere descritto me- 
diante un semplice schema cinetico a quattro tappe 
comprendenti: il legame, il trasporto, la dissociazio- 


1. Legame 
A (fuori) 


foro dii e 


Tu TuoA (fuori) 


4. Recupero 2. Trasporto 


—___——_ __—_—____——% 


Toentro ca nia Toentro ‘A (dentro) 


A (dentro) 


3. Dissociazione 


Figura 18.4 Schema cinetico generale per il trasporto di membrana 
comprendente quattro tappe: legame, trasporto, dissociazione e recu- 
pero. T è la proteina trasportatrice che ha un sito di legame per il 
soluto A sia sulla faccia esterna che sulla faccia interna della membrana. 


ne e il recupero (Fig. 18.4). Le tappe di legame e di 
dissociazione sono analoghe al riconoscimento del sub- 


strato e al rilascio del prodotto da parte di un enzi- . 


ma. Il meccanismo di trasporto e di recupero sono 
ancora studiati attivamente e sono discussi nel para- 
grafo 18.2D. 


Sensibilità all’inibizione competitiva 


[r7z5]Molti composti strutturalmente simili al 
D-glucosio inibiscono il trasporto del glucosio. Un gra- 
fico dei doppi reciproci (paragrafo 13.2B) per il flus- 
so di glucosio negli eritrociti in presenza o in assen- 
za di 6-O-benzil-p-galattosio (Fig. 18.5) mostra una ti- 
pica inibizione competitiva del trasporto del gluco- 
sio (l’inibizione competitiva degli enzimi è stata di- 
scussa nel paragrafo 13.3A). La sensibilità all’inibi- 
zione competitiva indica che vi è un numero limitato 
di siti disponibili per il trasporto mediato. 


Sensibilità all’inattivazione chimica 


[776]1l trattamento degli eritrociti con HgCl;, che 
reagisce con i gruppi sulfidrilici delle proteine (para- 
grafo 6.2) e quindi provoca l’inattivazione di molti 
enzimi, determina la scomparsa del flusso rapido e 
saturabile del glucosio e diminuisce la permeabilità 
dello zucchero a livello di quella del mannitolo. La 


1/4, glucosio 


; Glucosio +10 mm 
f 6-O-benzil. 


$ 


#  D-galattosio 


— 1/Ky 1/{glucosio] 


Figura 18.5 Grafico dei doppi reciproci del flusso netto di glucosio 
negli eritrociti in presenza ed in assenza di 6-O-benzil-p-galattosio. 
| risultati ottenuti indicano una inibizione competitiva. (Fonte: BAR- 
NETT, }.E.G., HOLMan, G.D., CHaLkLeY, R.A. e MuNDAY, K.A., Biochem: 
J., 145, p. 422, 1975.) : 


Soltanto glucosio 


sensibilità del sistema di trasporto del glucosio dell’e- 
ritrocita a questi agenti in grado di modificare le pro- 
teine ci dice che il trasportatore è in effetti una pro- 
teina. 

Tutte le osservazioni riportate sopra indicano che 
il trasporto del glucosio attraverso la membrana del- 
Peritrocita è mediato da un numero limitato di tra- 
sportatori proteici. Prima di discutere il meccanismo 
di questo sistema di trasporto dobbiamo però esami- 
nare alcuni semplici modelli di diffusione facilitata. 


C. lonofori 


[777 ]La nostra comprensione del trasporto mediato 
è stata fortemente incrementata dallo studio degli io- 
nofori, sostanze che aumentano la permeabilità del- 
le membrane ad un particolare ione. 


Gli ionofori possono essere trasportatori 
oppure formatori di canali 


[778] Gli ionofori sono molecole organiche di specie 
diverse, molti dei quali sono antibiotici di origine bat- 
terica. Le cellule e gli organelli mantengono attiva- 
mente gradienti di concentrazione di vari ioni attra- 
verso le loro membrane (paragrafo 18.3A). Le pro- 
prietà antibiotiche degli ionofori derivano dalla loro 


tendenza a scaricare questi gradienti di concentra- 


zione che hanno funzioni vitali. 
Vi sono due tipi di ionoforo: 


1. I trasportatori, che aumentano la permeabilità 
delle membrane a un certo tipo di ione, legandosi 
ad esso, diffondendolo attraverso la membrana 
e rilasciandolo dall’altro lato della membrana stes- 
sa (Fig. 18.60). Perché possa avvenire un traspor- 
to netto, lo ionoforo non complessato allo ione de- 
ve ritornare sul lato originale della membrana in 
modo da ripetere il processo. I trasportatori han- 
no una proprietà in comune, cioè i loro complessi 
con gli ioni sono solubili nei solventi non polari. 

2. Formatori di canali, che generano canali o pori 
transmembrana attraverso cui può diffondere uno 
ione specifico (Fig. 18.6D). 


Entrambi i tipi di ionoforo trasportano ioni a una 
velocità considerevole. Per esempio, una singola mo- 
lecola del trasportatore antibiotico valinomicina tra- 
sporta più di 10* ioni K* per secondo attraverso una 
membrana. Anche i formatori di canali hanno una 
Notevole efficienza di trasporto; per esempio, ogni 
canale di membrana composto dall’antibiotico gra- 


(a) lonoforo trasportatore 


(5) lonoforo formatore di canali 


Figura 18.6 Sistemi di trasporto di ioni da parte degli ionofori: (a) 
lo ionoforo trasportatore opera mediante diffusione nel doppio strato 
lipidico. (b) Gli ionofori formatori di canali attraversano la membrana 
formando un canale attraverso cui passano gli ioni. 


micidina A consente il passaggio di più 107 K+ io- 
ni per secondo. Chiaramente, la presenza anche in 
piccole quantità di questi composti aumenta forte- 
mente la permeabilità di una membrana verso un 
certo tipo di ioni. Poiché gli ionofori permettono agli 
ioni di diffondere passivamente attraverso una mem- 
brana in qualsiasi direzione, il loro effetto può essere 
soltanto quello di equilibrare le concentrazioni degli 
ioni che trasportano nei due compartimenti che met- 
tono in comunicazione. 

I trasportatori e i formatori di canali sono speri- 
mentalmente distinguibili mediante la dipendenza 
della loro azione dalla temperatura. I trasportatori 
dipendono dalla loro capacità di diffondere libera- 
mente attraverso la membrana. Di conseguenza, raf- 
freddando una membrana al di sotto della sua tem- 
peratura di transizione (la temperatura Sotto la quale 
la membrana comincia a diventare un solido simile 
a un gel; paragrafo 11.2B) elimina la permeabilità 
ionica dovuta al trasportatore. Al contrario, la per- 
meabilità della membrana in presenza di formatori 
di canali è praticamente insensibile alla temperatu- 
ra in quanto, una volta che il formatore ha rag- 
giunto la sua posizione corretta nella membrana, 
non deve più spostarsi per mediare il passaggio de- 
gli ioni. 


Il complesso K*— valinomicina 
ha un interno polare e un esterno idrofobico 


[779 | La valinomicina, lo ionoforo meglio caratteriz- 
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Figura 18.12 Un modello proposto per la struttura del canale trans- 
membrana formato dalla gramicidina A. Il dimero composto da mole- 
cole unite testa a testa forma un'elica sinistrorsa in cui la disposizione 
dei legami idrogeno ricorda quella di una struttura 8 parallela. Que- 
sta organizzazione dei legami idrogeno in una B-elica lunga 26 À 
è resa possibile dall’alternanza di residui amminoacidici con configu- 
razioni ed L che consente ai gruppi NH e CO successivi di punta- 
re in direzioni opposte lungo l'elica. II! diametro interno dell'elica 
è di 4 À e consente il passaggio di cationi metallici alcalini. (Fonte: 
Doster, M., lonophores and their structures, p. 215, Wiley- 
Interscience, 1981. Basata su un modello proposto da D.W. Urry.) 


I canali di gramicidina A non possono formare 
o-eliche in quanto questa struttura manca di uno spa- 
zio centrale e non può essere costituita da un’alter- 
nanza di residui amminoacidici D ed L. Dan Urry ha 
proposto che la gramicidina formi un nuovo tipo di 
elica che egli ha chiamato f-elica, in quanto ricorda 
una struttura 8 parallela arrotolata. I gruppi N—H 
successivi nello scheletro puntano alternativamente 
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verso l’alto oppure verso il basso dell’elica in modo 
da formare legami idrogeno con i gruppi carbonilici 
dello scheletro covalente (Fig. 18.12). Come conseguen- 
za dell’alternanza di residui D ed L, le catene laterali 
di questa struttura a f-elica si trovano alla periferia 
per generare quell’esterno idrofobico necessario ai 
canali (ricordate che nella struttura 8 composta da 
soli residui L le catene laterali si trovano alternativa- 
mente ai lati della catena principale; paragrafo 7.10). 
I gruppi polari dello scheletro covalente giacciono 
quindi nel canale centrale e facilitano il passaggio 
degli ioni. Questo modello è in accordo con le misure 
effettuate all’NMR e le osservazioni spettroscopiche 
della gramicidina in doppi strati lipidici. 


D. Meccanismo del trasporto 
mediato passivo del glucosio 


[781]Le proteine integrali di membrana sono espo- 
ste solo su una superficie della membrana oppure 
nel caso di proteine transmembraha sono orientate 
rispetto alla membrana stessa solo in una direzione 
(paragrafo 11.3). Poiché la velocità di flip-flop delle 
proteine è praticamente nulla, il modello del traspor- 


tatore mobile che descrive il meccanismo degli ionofo- 


ri come la valinomicina (Fig. 18.6a) non è applicabile 
al trasporto mediato da proteine; sembra più conso- 
no un meccanismo simile a un canale oppure a un 
poro. 


Il trasporto del glucosio avviene 
attraverso un meccanismo a poro controllato 


[782] Il trasportatore di glucosio degli eritrociti è una ‘ 
glicoproteina con una massa di 55 kD e, sulla base 


dell’analisi della sua sequenza, ha tre domini princi- 


pali: (1) un fascio di 12 a-eliche che attraversano la. 


membrana, che forma probabilmente un cilindro 


idrofobico che circonda un canale idrofilico attraver- . 
so cui passa il glucosio; (2) un grande dominio cito- 


plasmatico con molte cariche; (3) un piccolo dominio 
esterno che contiene i carboidrati. Il trasportatore del 
glucosio rappresenta circa il 2% delle proteine della 
membrana dell’eritrocita e corrisponde nelle elettro- 
foresi su gel di poliacrilamide in presenza di sodio 
dodecil solfato (SDS-PAGE) delle membrane eritroci- 
tarie alla banda 4,5 (paragrafo 11.3C; non è visibile 
nel gel riportato nella Fig. 11.32 in quanto l’eteroge- 


neità della sua componente oligosaccaridica rende la . 


banda proteica piuttosto diffusa). . 
Il concetto che il trasportatore del glucosio degli 


eritrociti sia disposto asimmetricamente nella mem 


[783] 


Il trasporto attraverso le membrane 565 
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brana è suffragato da due osservazioni sperimentali: 


1. La galattosio ossidasi ossida le unità di galatto- 
sio presenti nella componente oligosaccaridica del 
trasportatore del glucosio soltanto se l’ossidasi è 
all’esterno dell’eritrocita. Le unità di galattosio del 
trasportatore devono essere quindi localizzate sul- 
la superficie cellulare dell’eritrocita. 

2. La tripsina distrugge il trasportatore del glucosio 
soltanto se è all’interno di un ghost (eritrocita a 
cui è stata rimossa tutta l’emoglobina mediante 
shock osmotico). I residui amminoacidici ricono- 
sciuti dalla tripsina nella molecola del trasporta- 
tore devono essere localizzati quindi sulla super- 
ficie citoplasmatica della membrana eritrocitaria. 


I siti che legano il glucosio sui due lati della mem- 
brana eritrocitaria hanno pure diversi requisiti steri- 
ci. John Barnett ha dimostrato che l’aggiunta di un 
gruppo propile all’atomo C(1) del glucosio previene 
il legame alla superficie esterna della membrana pla- 
smatica, mentre l’aggiunta di un gruppo propile al- 
l'atomo C(6) previene il legame alla superficie inter- 
na. Egli ha quindi proposto che questa proteina trans- 


Glucosio 


Figura 18.13 Conformazioni alternative del trasportatore del giuco- 
sio. Questo sistema viene detto anche «poro controllato». (Fonte: 


Puo S.A. e LienHarD, G.E., Trends Biochem. Sci., 6, p. 210, 
1) 


membrana abbia due conformazioni alternative: una 
con un sito per il glucosio sulla superficie esterna 
che richiede un contatto con l’atomo 0(1), lasciando 
libero l’atomo 0(6); l’altra conformazione ha un sito 
per il glucosio sulla superficie interna e richiede un 
contatto con l’atomo 0(6), lasciando libero l'atomo O(1) 
(Fig. 18.13). Il trasporto avviene apparentemente le- 
gando il glucosio alla proteina su una faccia della 
membrana, processo seguito da un cambio conforma- 
zionale che chiude il primo sito ed espone il secondo. 
Il glucosio si dissocia dalla proteina dopo essere pas- 
sato attraverso la membrana. Il ciclo di trasporto vie- 
ne completato dal ritorno del trasportatore alla sua 
conformazione iniziale in assenza di glucosio legato. 
Il ciclo può avvenire in qualsiasi direzione, ma la di- 
rezione del trasporto netto di glucosio è dal compar- 
timento a concentrazione di zucchero più alta verso 
quello a concentrazione più bassa. Il trasportatore del 
glucosio crea quindi la possibilità di equilibrare la 
concentrazione del glucosio tra le due facce della 
membrana dell’eritrocita senza avere la perdita con- 
comitante di piccole molecole oppure ioni. 

Il meccanismo del trasporto di glucosio attraverso 
la membrana dell’eritrocita può essere considerato 
un modello generale e viene spesso chiamato anche 
poro controllato. Tutte le proteine trasportatrici 
sembrano essere proteine transmembrana situate 
asimmetricamente che possono assumere due stati 
conformazionali distinti, in cui i siti di legame vengo- 
no alternativamente esposti ora su una faccia ora sul- 
l’altra faccia della membrana. 


L’assunzione di glucosio da parte della cellula 
viene regolata da un processo 

di esocitosi/endocitosi sensibile all’insulina 
dei trasportatori di glucosio 


[783]L’insulina stimola le cellule del tessuto adiposo 
e del tessuto muscolare ad assumere glucosio. Circa 
15 minuti dopo la somministrazione di insulina, il 
Jmax del trasporto mediato passivo del glucosio in 
queste cellule aumenta da 6 a 12 volte, mentre la 
Km rimane costante. Dopo il termine della sommi- 
nistrazione dell’insulina, la velocità del trasporto del 
glucosio ritorna ai valori basali in un tempo variabi- 
le a seconda delle condizioni (da 20 minuti a 2 ore). 
Sia l'aumento che la diminuzione della velocità del 
trasporto del glucosio non vengono modificati dalla 
presenza di inibitori della sintesi proteica e quindi 
questa osservazione non può essere la conseguenza 
della sintesi di una nuova proteina trasportatrice op- 
pure di una proteina capace di inibirla. Come fa allo- 
ra l’insulina a regolare il trasporto del glucosio? 
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568 Capitolo 18. 


[787][788] 


La (Na*-K*}-ATPasi è quindi un antiporto elettroge- 
nico: escono dalla cellula tre cariche positive e ne en- 
trano solo due. L’estrusione di sodio consente alle cel- 
lule animali di controllare osmoticamente il loro con- 
tenuto di acqua; senza l’azione della pompa sodio- 
potassio, le cellule animali che mancano di una pare- 
te cellulare rigida, si rigonfierebbero e scoppiereb- 
bero (ricordate che il doppio strato lipidico è per- 
meabile all'acqua: paragrafo 11.2B). Il gradiente di 
potenziale elettrochimico generato dalla pompa è re- 
sponsabile dell’eccitabilità delle cellule nervose (pa- 
ragrafo 34.4C) e rappresenta una fonte di energia li- 
bera per il trasporto del glucosio e degli amminoaci- 
di all’interno di alcuni tipi di cellule (paragrafo 18.44). 
Tutte le cellule consumano una grande frazione del- 
l’ATP che producono per mantenere ai livelli corretti 
la concentrazione cistolica degli ioni Na* e K*. 

È stato recentemente stabilito che una catena poli- 
peptidica con una massa molecolare di 10 kD e detta 
y risulta essere un componente della (Na+-K+) 
ATPasi e quindi questo antiporto ha probabilmente 
una composizione in subunità del tipo &.87y. La sub- 
unità y non sembra essere essenziale per l’attività 
dell’ATPasi, ma potrebbe svolgere funzioni regola- 
trici. Le sequenze delle subunità @ di alcune specie 
animali, che ha un’omologia del 98% nei mammife- 
ri, suggerisce che questa subunità ha circa otto a- 
eliche transmembrana e due grandi domini citopla- 
smatici. La subunità 6 sembra invece possedere sol- 
tanto una singola elica transmembrana ed un gran- 
de dominio extracellulare. 


L’ATP fosforila un residuo essenziale di Asp 
durante il processo di trasporto 


[787 ] L’energia libera dell’idrolisi dell'ATP favorisce 
e rende possibile il trasporto degli ioni sodio e potas- 
sio contro un gradiente elettrochimico. Nell’accoppia- 
mento di questi due processi, deve essere eretta in 
qualche modo una barriera cinetica contro il trasporto 
«in discesa» degli ioni, nel senso del loro gradiente 
elettrochimico, mentre al tempo stesso deve essere 
facilitato il trasporto «in salita», cioè contro il gradiente 
elettrochimico. Si deve inoltre prevenire l’idrolisi fu- 
tile dell'ATP in assenza di un trasporto «in salita». 
Come l’enzima porti avanti questi effetti non è anco- 
ra stato compreso, anche se molti degli aspetti mec- 
canicistici sono stati identificati. 

Determinante a questo proposito è stata la scoperta 
della fosforilazione da parte dell'ATP, che avviene 
durante il ciclo di trasporto in presenza di Na*. 
Usando tecniche di intrappolamenti chimici, è stato 
possibile dimostrare che questa fosforilazione avvie- 
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‘ Figura 18.17 La reazione del BHINaBH,y con la (Na*-K*#)-ATPasi fo- 


sforilata. L'isolamento dell’[*H]omoserina dopo idrolisi acida della 
proteina indica che il residuo amminoacidico fosforilato in origine 
era l’Asp. 


ne su un residuo di Asp formando un intermedio 


altamente reattivo di aspartil fosfato. Il sodio bori- | 


druro riduce gli acil fosfati agli alcoli corrisponden- 
ti; nel caso dell’aspartil fosfato, l’alcol è l’omoserina. 
Usando l’[H]NaBH, per ridurre l’enzima fosforilato, 
fu poi ritrovata nell’idrolizzato acido omoserina ra- 
dioattiva (Fig. 18.17). 


La (Na+-K*)}-ATPasi 
ha due stati conformazionali 


[788] L'osservazione che l’ATP fosforila soltanto pom- 
pa sodio-potassio in presenza di sodio, mentre l’aspar- 
til fosfato viene idrolizzato solo in presenza di potas- 
sio, fanno pensare che l’enzima possieda due stati 
conformazionali distinti, E, ed Es. Questi stati han- 
no una diversa struttura terziaria, diverse attività ca- 
talitiche e diverse specificità di legame: 


1. E ha un sito di legame ad alta affinità per il Na* 


rivolto verso l’interno (Ky=0,2mm, molto al di 


sotto della concentrazione intracellulare del so- 
dio) e reagisce con l’ATP per formare il prodotto 
attivato E,—P soltanto quando il sodio occupa il 
sito di legame. 


TA 
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2. La forma E>—P ha un sito di legame ad alta affi- 


nità per il K* rivolto verso l’esterno (Ky=0,05 
mm, ben al di sotto della concentrazione extra- 
cellulare del potassio) e va incontro ad idrolisi for- 
mando E2+P;, quando il potassio occupa il sito 
di legame. 


Un meccanismo di reazione sequenziale ordinato 
spiega l’accoppiamento del trasporto attivo 
con l’idrolisi di ATP 


[739 ] La (Na*-K*)-ATPasi opera in accordo con il se- 
guente schema sequenziale ordinato (Fig. 18.18): 


1. La forma E- 3Na*, che acquista lo ione sodio dal- 


l’interno della cellula, lega I. ATP e forma un com- 
plesso ternario E,- ATP-3Na*. i 


2. Il complesso ternario reagisce generando un in- 


termedio aspartil fosfato E.-P-3Na* ad «alta 
energia». 


3. Questo intermedio ad alta energia assume la con- 


formazione a «bassa energia» E,—P - 3Na* e rila- 
scia gli ioni sodio legati all’esterno della cellula, 
cioè il Na* viene trasportato attraverso la mem- 
brana. 


4. La forma E,—P lega due ioni potassio presenti al- 


l'esterno della cellula, formando l’intermedio 
E,—P-K*. 


5. Il gruppo fosforico viene idrolizzato per produr- 


re la forma E-2K*. 


ATP 


Il trasporto attraverso le membrane 569 


6. E2-2K+* cambia di conformazione, rilascia i due 
ioni potassio all’interno della cellula e li sostitui- 
sce con tre ioni sodio, completando il ciclo di tra- 
sporto. 


L’ordine obbligatorio della reazione richiede che 
l’ATP possa essere idrolizzato solo quando lo ione 
sodio viene trasportato nella direzione «in salita». Di 
conseguenza, lo ione sodio può essere trasportato nella 
direzione opposta, «in discesa», solo se viene allo stes- 
so tempo sintetizzato ATP. Anche se prese singolar- 
mente le reazioni sopra riportate sono reversibili, nel- 
le condizioni fisiologiche il ciclo illustrato nella Fig. 
18.18 funziona solo nella direzione delle lancette del- 
l'orologio. È probabile che l'enzima abbia un solo 
gruppo di siti di legame che apparentemente si mo- 
difica sia come orientamento sia come affinità du- 
rante il ciclo di trasporto. 


Una mutua destabilizzazione spiega la velocità 
del trasporto del Na* e del K+ 


[790 ]I1 meccanismo cinetico ordinato descritto pri- 
ma ci spiega soltanto l'accoppiamento del trasporto 
attivo con l’idrolisi dell'ATP. Per poter mantenere una 
ragionevole velocità di trasporto, le energie libere di 
tutti gli intermedi devono essere grosso modo uguali. 
Se uno degli intermedi fosse più stabile degli altri, 
questo intermedio si accumulerebbe producendo una 
profonda riduzione della velocità complessiva del tra- . 


ADP 


Mg2+ Mg2+ 
ea Sa E, <ATP «3Na* e] E,-P «3Nat 


1. Legame dell’ATP 
3 Na* (dentro) 

2K* (dentro) 
Interno 


; Esterno 
5. Idrolisi del 
gruppo fosforico 


P} H30 


Figura 18.18 Uno schema cinetico del trasporto attivo del sodio e 
del potassio da parte della (Na*-K+)-ATPasi. 


ila ei a 


2. Formazione 
dell’intermedio 
aspartil fosfato 
«ad alta ener- 
gia» 


SNa* (fuori) 


4. Legame del K* 


2K* (fuori) 
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strutturale elica-ripiegamento-elica noto come mano 
EF (Fig. 18.22), presente anche in molte altre protei- 
ne che legano il calcio. Gli ioni metallici vengono in 
questi siti coordinati ottaedricamente da atomi di os- 
sigeno dello scheletro covalente, delle catene laterali 
dei residui amminoacidici presenti nel ripiegamento 
e da una molecola di acqua associata alla proteina. 
Il legame del Ca?* a uno di questi siti della CaM in- 
nesca una profonda variazione conformazionale che 
porta all’esposizione di una superficie non polare al- 
trimenti non accessibile. Le interazioni idrofobiche 
tra una o due di queste superfici della CaM e le pro- 
teine bersaglio sono probabilmente responsabili del- 
le proprietà regolatrici Ca?*-dipendenti esercitate 
dalla CaM stessa. 

Il complesso Ca?*-calmodulina attiva la 
Ca?+-ATPasi ‘della membrana plasmatica. L’attiva- 
zione, come osservato da studi sulla pompa per il 
calcio isolata, risulta da una diminuzione della Ky 
dell’enzima per il Ca?* da 20um a 0,5uM. Ora possia- 
mo comprendere come il Ca?* regoli la sua stessa 
concentrazione citoplasmatica: a concentrazioni di 
Ca?+ al di sotto del valore della costante di dissocia- 
zione della calmodulina per il calcio (circa ium), la 
Ca?+-ATPasi è relativamente inattiva. Se però la con- 
centrazione del Ca** aumenta oltre questo livello, lo 
ione si lega alla calmodulina che, a sua volta, si lega 
e attiva la pompa del calcio: 


Ca?+ + CaM == Ca?* - CaM* + pompa (inattiva) = 


== Ca?+ - CaM* - pompa (attiva) 


(il termine CaM* indica la calmodulina attivata dal 
calcio). Questa interazione fa diminuire il valore di 
Kw della pompa per il calcio sotto la [Ca?+] dell’am- 
biente causando il trasporto di questi ioni dal citosol 
verso l’esterno. Quando la concentrazione del calcio 
diminuisce a sufficienza, lo ione si dissocia dalla cal- 
modulina e si genera una serie di eventi, l’inverso 
di quelli che hanno portato all’attivazione, che spen- 
gono il processo. L’intero sistema risulta analogo alla 
pompa di drenaggio di un pozzo che viene attivata 
automaticamente quando il livello dell’acqua raggiun- 
ge un determinato livello. 


Come si lega la calmodulina 
alle sue proteine bersaglio 


[794] La calmodulina (CaM) è una proteina regolatri- 
ce che segnala il livello del Ca?* a una grande va- 
rietà di proteine, comprese le pompe per il calcio, 
le proteine chinasi (paragrafo 17.3C) e le proteine coin- 


Figura 18.22 | siti di legame del Ca?* in molte proteine che funzio- 
nano come sensori per i livelli di calcio sono formati dal motivo strut- 
turale elica-ripiegamento-elica, chiamato mano EF. (Fonte: KRETSINGER, 
R.H., Annu. Rev. Biochem., 45, p. 241, 1976.) 


volte nella motilità (paragrafo 34.3). La CaM è una 
molecola a forma di manubrio costituita da due do- 
mini globulari, contenenti ciascuno due siti di lega- 
me per il calcio (detti mano EF), collegati da una lun- 
ga a-elica (Figg. 18.21 e 18.22). Il legame del Ca°* 
a uno dei due domini induce una variazione confor- 
mazionale in quel dominio:che porta all’esposizione 
di un frammento idrofobico-ricco in residui di Met, 
altrimenti nascosto. Questo frammento si lega con 
un’alta affinità, ma con una specificità piuttosto lar- 
ga, alle x-eliche anfifiliche delle proteine bersaglio, 
modulandone in questo modo l’attività. Segmenti di 
queste eliche contenenti circa 20 residui, oppure eli- 
che anfifiliche sintetiche contenenti soltanto residui 
di Leu, Lys e Trp, legano la CaM con la stessa affinità 
delle proteine bersaglio. La larga specificità della CaM 
viene in parte spiegata dalla flessibilità della catena 
laterale dei residui di Met che consente a questo fram- 
mento idrofobico di potersi adattare a una grande 
varietà di catene idrofobiche presenti sulle eliche an- 
fifiliche delle proteine bersaglio. 

Anche se ai raggi X la struttura della CaM risulta 
piuttosto estesa (Fig. 18.21), un certo numero di studi 


[795] [796] 
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indicano che i due domini globulari della proteina 
possono legarsi contemporaneamente alla stessa eli- 
ca del bersaglio. Evidentemente, l’a-elica centrale del- 
la CaM ha una funzione di supporto flessibile e non 
di spaziatore rigido. Questa proprietà aumenta ulte- 
riormente il campo d’azione della CaM. 


C. L'(H*-K*)-ATPasi della mucosa gastrica 


[795]Le cellule parietali della mucosa gastrica dei 
mammiferi secernono HCl ad una concentrazione di 
0,15M (pH 0,8). Poiché il pH citosolico di queste cel- 
lule è 7,4, la differenza di pH che si viene a creare 
è di 6,6 unità, la più grande differenza osservata in 
cellule eucariotiche. I protoni secreti derivano dalla 


idratazione della CO, ad opera della carbonico ani 


drasi: 
CO, +H,0 ==> HCO; + H+ 


Alla secrezione degli ioni H* prende parte una 
(A*-K*)-ATPasi, un antiporto elettroneutrale con 
proprietà simili a quelle della pompa sodio-potassio. 
Come le altre pompe che abbiamo visto, anche que- 
sta viene fosforilata durante il ciclo di trasporto. In 
questo caso, il K+, che entra nella cellula in seguito 
al pompaggio del protone, viene successivamente ri- 
portato all’esterno da un cotrasporto elettroneutrale 
con il CI”. L’HCI è quindi il prodotto complessivo 
di questa serie di trasporti. 


Per molti anni il trattamento dell’ulcera peptica, una 
condizione anche fatale causata dall’attacco dell’acido 
cloridrico dello stomaco sulla mucosa gastrica, porta- 
va spesso alla rimozione chirurgica della porzione di 
stomaco colpita. La scoperta della cimetidina, ad ope- 
ra di James Black, 


H3C CH, S—CH7—CHy—NH— C—NH— CH; 


Cimetidina 


CH,— CHoNHi 


SZ 


Istammina 


che inibisce la secrezione acida dello stomaco, ha eli- 
minato quasi completamente la necessità dell’intervento 
chirurgico, in alcuni casi molto pericoloso e debilitan- 
te. La (H*-K*)-ATPasi della mucosa gastrica viene at- 


tivata mediante stimolazione con istammina di un ri- 
cettore sulla superficie cellulare, in un processo media- 
to dal cAMP. La cimetidina (nome commerciale: Taga- 
met) e i suoi analoghi competono con l’istammina per 
il legame al recettore e sono presenti in molti prodotti 
farmacologici prescritti in tutto il mondo. 


D. Traslocazione di gruppo 


[796] La traslocazione di gruppo è una variazione 
del trasporto attivo guidato dall’ATP che i batteri 
gram-negativi usano per importare alcuni tipi di zuc- 
chero. La traslocazione differisce dal trasporto atti- 
vo per il fatto che le molecole trasportate vengono an- 
che modificate chimicamente. L’esempio di trasloca- 
zione di gruppo più studiato è il sistema fosfotran- 
sferasico fosfoenolpiruvato dipendente (PTS) 
dell’E. coli scoperto da Saul Roseman nel 1964. Il fo- 
sfoenolpiruvato (PEP) è il donatore del gruppo fosfo- 
rico del sistema (ricordate che il PEP è un donatore 
di gruppi fosforici «ad alta energia» per la sintesi di 
ATP nella reazione glicolitica della piruvato chinasi; 
paragrafo 16.2). Il PTS trasporta e fosforila simulta- 
neamente gli zuccheri. Poiché le membrane cellulari 
sono impermeabili agli zuccheri fosforilati, una volta 
entrati essi restano intrappolati. Gli zuccheri traspor- 
tati dal sistema sono elencati nella Tabella 18.2. 

Il sistema PTS comprende due proteine citoplasma- 


: tiche solubili, l’Enzima I (E I) e l’Hpr, che parteci- 
pano al trasporto di tutti gli zuccheri (Fig. 18.23). 


Inoltre, per ogni tipo di zucchero che il sistema tra- 
sporta esiste una specifica proteina transmembrana 
di trasporto E II e in alcuni casi una proteina E III 
specifica per lo zucchero, che può essere, in alcune 
situazioni, legata alla membrana, oppure citosolubi- 
le in altre. Il trasporto del glucosio, per esempio, ri- 
chiede la partecipazione di E II; e di E II;. 

Il trasporto del glucosio, che è simile a quello degli 
altri zuccheri, avviene nel seguente modo (Fig. 18.23): 


1. Il PEP fosforila E I formando un addotto fosfoisti- 
dinico reattivo. 


N 
H 4 3° 
+ | 2C 
HiN—C— CH, —-5_1/ 
I N 
COO7 _ | 
o-P-0 î 
k , 
Fosfoistidina 


2. Il gruppo fosforico viene trasferito all’atomo M(1) ;. 
di un residuo di His dell’HPr. L’His è apparente- ’ 
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Citocolasina B 


Entrambi gli inibitori si legano alle loro proteine ber- 
saglio sulla superficie esterna delle cellule; questo dato 
ci conferma che queste proteine sono inserite asim- 
metricamente nelle membrane. L’uso di questi inibi- 
tori consente di studiare separatamente nelle cellule 
intatte l’azione dei due trasportatori del glucosio. 

Studi cinetici hanno stabilito che il simporto 
Na*-glucosio lega i suoi substrati, Na* e glucosio, 
senza un ordine preciso (Fig. 18.25). Soltanto quando 
entrambi i substrati sono legati, la proteina modifica 
la sua conformazione, esponendo i siti di legame verso 
l'interno della cellula. La necessità di legare contem- 
poraneamente sodio e glucosio è un vantaggio, in 
quanto previene la dissipazione del gradiente di so- 
dio senza avere un trasporto di glucosio. 


B. La lattosio permeasi 


[801]I batteri gram-negativi come l’E. coli contengo- 
no diversi sistemi di trasporto attivo per la concen- 


Figura 18.25 Il simporto Na*-glucosio ha un mecca- Na* 
nismo cinetico casuale Bi Bi. T, e T; rappresentano 
rispettivamente la proteina trasportatrice con i siti di 
legame esposti sulla faccia interna oppure sulla faccia 
esterna della membrana. (Fonte: CRANE, R.K. e DORAN- 
DO, F.C., in MARTONOSI, A.N., (curatore), Membranes 
and transport, Vol. 2, p. 154, Plenum Press, 1982.) To 


Interno 
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Lattosio+H* H*+ Lattosio 


Legame Rilascio 


E-2 » H. lattosio E-1-H*- lattosio 


Figura 18.26 Il meccanismo cinetico della lattosio permeasi dell’£. 
coli. Il lattosio e gli ioni idrogeno sono legati e rilasciati in ordine 
casuale da E-2 all’esterno della cellula e da E-1 all’interno della cellu- 
la. E-2 deve legare sia il lattosio che l’H* per poter cambiare con- 
formazione e diventare E-1, cotrasportando queste sostanze nella cel- 
lula. E-1 ritorna ad assumere la conformazione di E-2 quando rilascia 
sia il lattosio che gli ioni idrogeno, completando il ciclo di trasporto. 


trazione degli zuccheri. Abbiamo già visto il sistema 
PTS. Un altro sistema studiato intensivamente, la lat- 
tosio permeasi (nota anche come galattoside per- 
measi), utilizza il gradiente protonico attraverso la 
membrana della cellula batterica per cotrasportare 
ioni H* e lattosio (Fig. 18.26). Il gradiente protonico 
viene generato dal metabolismo ossidativo con un si- 
stema simile a quello utilizzato dai mitocondri (para- 
grafo 20.3B). Il gradiente di potenziale elettrochimi- 
co creato da questi due sistemi viene usato principal- 
mente per favorire la sintesi di ATP. 

Come è stato scoperto che il trasporto del lattosio 
richiedeva la presenza di un gradiente protonico? Ro- 
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nald Kaback ha dimostrato questa necessità del tra- 
sporto, mediante le seguenti osservazioni: 


1. La velocità di trasporto del lattosio nei batteri vie- 
ne aumentata enormemente dall’aggiunta di D- 
lattato, una fonte di energia per la generazione 
del gradiente protonico transmembrana. Gli ini- 
bitori del metabolismo ossidativo, come il cianu- 
ro, bloccano la formazione del gradiente protoni- 
co e il trasporto del lattosio. 

2. Il 2,4-dinitrofenolo, uno ionoforo per protoni che 
dissipa i gradienti protonici transmembrana (pa- 
ragrafo 20.3D), inibisce il trasporto del lattosio sia 
in batteri intatti che in vescicole membranose. 

3. La fluorescenza del dansilamminoetiltiogalat- 
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un inibitore competitivo del trasporto del latto- 
sio, è sensibile alla polarità del suo ambiente e 
quindi si modifica quando il composto si lega alla 
lattosio permeasi. Le valutazioni della fluorescen- 
za hanno stabilito che questo composto non si le- 
ga a vescicole membranose contenenti lattosio per- 
measi in assenza di un gradiente protonico trans- 
membrana. 


La lattosio permeasi 
ha due stati conformazionali 


[802] La lattosio permeasi come la (Na+*-K+)-ATPasi 
è una proteina transmembrana con due stati confor- 
mazionali (Fig. 18.26): 


1. E-1 ha un sito di legame a bassa affinità per il 
lattosio che guarda verso l’interno della cellula. 
2. E-2 ha un sito di legame ad alta affinità per il 
lattosio che guarda verso l’esterno della cellula. 


E-1 ed E-2 possono interconvertire soltanto se i loro 
siti per gli ioni H* e per il lattosio sono o entrambi 
occupati o entrambi vuoti. Questa proprietà previe- 
ne la dissipazione del gradiente protonico senza ave- 
re contemporaneamente il cotrasporto del lattosio nel- 
la cellula e, allo stesso tempo, avere il trasporto di 
lattosio verso l’esterno associato a un cotrasporto con- 
tro gradiente di concentrazione di ioni H*. 

La lattosio permeasi dell’E. coli è una proteina trans- 
membrana che media il cotrasporto di un singolo pro- 
tone con una molecola di 8-galattoside come il disac- 
caride lattosio. Misure di dicroismo circolare hanno 
indicato che questa proteina di 417 residui è per ol- 


‘tre l’80% in forma elicoidale e le predizioni della strut- 


tura secondaria, insieme a studi di manipolazione ge- 
netica, hanno suggerito che la proteina è costituita 
in gran misura da 12 a-eliche transmembrana. 
La mutagenesi sito-diretta dell’His 322 ad Arg, Asn, 
Gln oppure Lys riduce in modo drammatico la velo- 
cità del trasporto attivo del lattosio della permeasi, 
mentre la sostituzione di una delle altre tre His della 
molecola non ha alcun effetto sulla sua funzione. Ad 
elevate concentrazioni di lattosio, la permeasi muta- 
ta a livello dell’His 322 media il trasporto del lattosio 
verso l’interno senza però la concomitante trasloca- 
zione del protone. Anche la permeasi mutata a livel- 
lo del Glu 325 con Ala, Cys, His, Trp oppure Val ca- 
talizza l’influsso di lattosio, ma non il suo trasporto 
attivo o l’efflusso. Questo risultato è consistente con 
uno schema cinetico in cui il protone e il lattosio si 
legano alla permeasi in un ordine non definito sulla 
superficie esterna della cellula e il lattosio viene rila- 


« sciato dalla proteina prima che l’H* entri nella cel- 


lula (notate che la didascalia della Fig. 18.26 stabili- 
sce che il legame ed il rilascio avvengono casualmen- 
te, senza un ordine preciso). 

Gli studi citati sopra ci suggeriscono che l’His 322 
e il Glu 325 fanno parte di un sistema di conduzione 
dei protoni, in cui sarebbe coinvolta anche Arg 302, 
come è stato indicato da altre indagini con la muta- 
genesi. La costruzione di modelli delle due eliche che 
potrebbero contenere questi tre residui tendono a di- 
mostrare che essi possono formare una catena di le- 
gami idrogeno in cui il gruppo guanidinico dell’Arg 
302 forma un legame idrogeno con il gruppo imida- 
zolico dell’His 322, il quale forma a sua volta un lega- 
me idrogeno con il gruppo carbossilico dissociato del 
Glu 325, generando una struttura che ricorda la tria- 
de catalitica delle proteasi serina (Fig. 14.21). 


C. Il traslocatore ADP— ATP 


[803 ] L’ATP generato nella matrice mitocondriale (il 
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STEN, W.D., (1986), Transport and diffusion across cell 
membranes, Academic Press. 

Tosteson, D.C., (curatore), (1979), Membrane transport in 
biology, Vol. 2, Transport across single biological mem- 
branes, Springer-Verlag. 


Cinetica e meccanismi di trasporto 


Do8sLeR, M., (1981), Ionophores and their structures, Wiley- 
Interscience. 

GouLp, G.W. e BeLL, G.I., (1990), «Facilitative glucose tran- 
sporters: an expanding family», Trends Biochem. Sci., 
15, pp. 18-23. 

HALL, J.L. e BAKER, D.A., (1977), Cell membranes and ion 
transport, Longmans, Green. 

JencKS, W.P., (1980), «The utilization of binding energy in 
coupled vectorial processes», Adv. Enzymol., 51, pp. 
75-106. 

MuecKLER, M.M., (1989), Structure and function of the glu- 
cose transporter, in AGRE, P. e PARKER, J.C., (curatori), 
Red Blood Cell Membranes, pp. 31-45, Marcel Dekker. 

ScHULTZ, S.G., (1980), Basic principles of membrane tran- 
sport, Cambridge University Press. 

TANFORD, C., (1983), «Mechanism of free energy coupling 
in active transport», Annu. Rev. Biochem., 52; pp. 
379-409. 

WALLANCE, B.A., (1990), «Gramicidin channels and pores», 

* Annu. Rev. Biophys. Biophys. Chem., 19, pp. 127-157. 


Trasporto del glucosio 


BALDWIN, S.A. e LIENHARD, G.E., (1981), «Glucose transport 
across plasma membranes: facilitated diffusion systems», 
Trends Biochem. Sci., 6, pp. 208-211. 

BARNETT, J.E.G., HOLMAN, G.D., CHALKLEY, R.A. e MUNDAY, 
K.A., (1975), «Evidence for two asymmetric conforma- 
tional states in the human erythrocyte sugar transport 
system», Biochem. J., 145, pp. 417-429. 

June, C.Y., (1975), Carrier mediated glucose transport 
across human red cell membranes, in SURGENOR, D., (cu- 
ratore), The red blood cell, Vol. 2, pp. 705-751, Acade- 
mic Press. 

LienHARD, G., (1983), «Regulation of cellular membrane 
transport by the exocytotic insertion and endocytotic 
retrieval of transporters», Trends Biochem. Sci., 8, pp. 
125-127. 

WALMSLEY, A.R., (1988), «The dynamics of the glucose tran- 
sporter», Trends Biochem. Sci., 13, pp. 226-231. 

WipDas, W.F., (1988), «Old and new concepts of the mem- 
brane transport for glucose in cells», Biochim. Biophys. 
Acta, 947, pp. 385-404. 


(Na+-K*)-ATPasi 


CANTLEY, L., (1986), «Ion transport systems sequenced», 
Trends Neurosci., 9, pp. 1-3. 

CANTLEY, L.C., CARILLI, C.T., SMITH, R.L. e PERLMAN, D., 
(1983), «Conformational changes of Na-K-ATPasi neces- 
sary for transport», Curr. Top. Membr. Transp., 19, pp. 
315-322. 

Gapssy, D.C., (1984), «The Na/K pump of cardiac cells», An- 
nu. Rev. Biophys. Bioeng., 13, pp. 373-398. 

LANGER, G.A., (1977), «Relationship between myocardial 


contractility and the effects digitalis on ion exchange», 
Fed. Proc., 36, pp. 2231-2234. 

MERCER, R.W., SCHNEIDER, J.W. e BENZ, E.]., JR., (1989), Na,K- 
ATPase structure, in AGRE, P. e PARKER, J.C., (curatori), 
Red Blood Cell Membranes, pp. 135-165, Marcel Dekker. 

PEDERSEN, P.L. e CARAFOLI, E., (1987), «Jon motive ATPases. 
L Ubiquity, properties and significance to cell function 
e II. Energy coupling and work output», Trends Bio- 
chem. Sci., 12, pp. 146-150, pp. 186-189. 

SWEADNER, K.J. e GOLDIN, S.M., (1980), «Active transport of 
sodium and potassium ions: mechanism, function and 
regulation», New Engl. J.. Med., 302, pp. 777-783. 


Ca*-ATPasi 


BABU, Y.S., SACK, J.S., GREENOUGH, T.J., BUGG, C.E., MEANS, 
A.R. e Coox, W.J., (1985), «Three-dimensional structu- 
re of calmodulin», Nature, 315, pp. 37-40. 

CARAFOLI, E. e PENNISTON, J.T., (1985), «The calcium signal, 
Sci. Am., 253, (5), pp. 70-78. Trad. it.: «Il calcio come 
messaggero biologico», Le Scienze, 209, gennaio 1986, 
p. 48. 

CARAFOLI, E. e ZURINI, M., (1982), «The Ca?*-pumping ATP- 
ase of plasma membranes: purification, reconstruction 
and properties», Biochim. Biophys. Acta, 683, pp. 
279-301. | 
Contiene una discussione sulla regolazione della 
Ca?*-ATPasi da parte della calmodulina. 

DA SILVA, A.C.R. e REINACK, R.C., (1991), «Calcium binding 
induces conformational changes in muscle regulatory 
proteins», Trends Biochem. Sci., 16, pp. 53-57. 

GLYNN, LM. e KARLISH, S.J.D., (1990), «Occluded cations in 
active transport», Ann. Rev. Biochem., 59, pp. 171-205. 
Contiene discussioni sulla struttura e sul meccanismo 
della Na,K-ATPasi e della Ca-ATPasi. 

KLEE, C.B. e VAENAMAN, T.C., (1982), «Calmodulin», Adv. 
Protein Chem., 35, pp. 213-321. 

MeaDoW, N.D., Fox, D.K. e ROSEMAN, S., (1990), «The bac- 
terial phosphoenolpyruvate:glucose phosphotransfera- 
se system», Annu. Rev. Biochem., 59, pp. 497-542. 

O’NEI, K.T. e DEGRADO, W.F., (1990), «How calmodulin 
binds its targets: sequence dependent recognition of am- 
phiphilic a-helics», Trends Biochem. Sci., 15, pp. 59-64. 

PICKHART, C.M. e JENCKS, W.P., (1984), «Energetics of the 
calcium transporting ATPase», /. Biol Chem., 259, pp. 
1629-1643. 

RosEMAN, S. e MeADOW, N.D., (1990), «Signal trasduction 
by bacterial phosphotransferase system», J. Biol. Chem., 
265, pp. 2993-2996. 

VINCENZI, F.F., (1989), The plasma membrane calcium 
pump, in AGRE, P. e PARKER, J.C., (curatori), Red Blood 
Cell Membranes, pp. 481-505, Marcel Dekker. 


(Ht-K*)-ATPasi 


SACHS, G., WALLMARK, B., SACCOMANI, G., RABON, E., STE 
WART, H.B., DIBONA, D.R. e BERGLINDH, T., (1982), «The 
ATP-dependent component of gastric secretion», CUT. 

% — Top. Membr. Transp., 16, pp. 135-159. 


Lattosio permeasi 


KABACK, H.R., (1986), «Active transport in Escherichia coli: 
passage to permease», Annu. Rev. Biophys. Biophys. 
Chem., 15, pp. 279-319. 


i 


[805] 


© 83-08-10538-5 


KABACK, H.R., (1985), «From membrane to molecule with 
the lac permease of Escherichia coli», Curr. Top. Cell. 
Regul., 26, pp. 137-148. 

KABACK, H.R., Brgi, E. e RoEPE, P.D., (1990), «B-Galactoside 
transport in E. coli: a functional dissection of lac per- 
mease», Trends Biochem. Sci., 15, pp. 309-314. 

OVERATH, P. e WRIGHT, K.J., (1983), «Lactose permease: a 
carrier on the move», Trends Biochem. Sci., 8, Pp. 
404-408. 


Traslocatore ADP— ATP 
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PROBLEMI 
[805] 


1. Sela concentrazione di glucosio all’interno di una cel- 
lula è 10mm, ma all’esterno è 0,1mm, qual è la diffe- 
renza di potenziale chimico del glucosio attraverso la 
membrana a 37 °C? 


e Ze rn itzi——————m———mt— 


2. Se una soluzione di una macromolecola ionica è in equi- 
librio con una soluzione salina, da cui è separata da una 
membrana attraverso la quale possono passare gli ioni 
salini, ma non le macromolecole, si viene a generare un 
potenziale di membrana. Questa situazione, chiamata 
equilibrio Donnan, si crea a causa dell’impermeabi- 
lità della membrana ad alcuni ioni e non ad altri e im- 
pedisce l’equilibramento delle concentrazioni ioniche 
ai due lati della membrana. Per dimostrare questo fat- 
to, assumete che il sale CIT di una proteina monocatio- 
nica P* venga sciolto in acqua in modo che la concen- 
trazione di C17 in soluzione sia 0,1m e che sia separata 
da una membrana, impermeabile alla proteina ma non 
al sodio cloruro, da un uguale volume di una soluzione - 
0,1M di NaCl. Assumendo che non vi siano variazioni 
di volume nei due compartimenti, quali sono le concen- 
trazioni delle varie specie ioniche sui due lati della mem- 
brana dopo che il sistema è stato equilibrato? (Tenere pre- 
sente che: la massa viene conservata, le soluzioni ai due 
lati della membrana devono essere elettricamente neu- 


tre. All’equilibrio, AG, ++ AG-=0.) 


3. Quanto tempo impiega una molecola di gramicidina 
A a trasportare un numero sufficiente di ioni sodio 
da variare la concentrazione interna di un eritrocita 
con un volume di 804m3 a 10mm? Assumete che le 
pompe per il sodio dell’eritrocita non siano operanti. 


4. La (Na*-K*)-ATPasi viene inibita da concentrazioni 
nanomolari di vanadato, che forma uno ione pentava- 
lente VO3”, con una simmetria bipiramidale trigona- 
le. Descrivete il meccanismo di questa inibizione. (Sug- 
gerimento: rileggere il paragrafo 15.2B.) 


Il trasporto attraverso le membrane 581 
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trical imbalance of adenine nucleotide transport across 
the mitocondrial membrane», J. Chem. Biol., 253, pp. 
191-198. 

VIGNASS, P.V., (1976), «Molecular and physiological aspects 
of adenine nucleotide transport in mitocondria», Bio- 
chim. Biophys. Acta, 456, pp. 1-38. 


Sistema fosfotransferasico PEP-dipendente 


SAIER, M.H., JR., (1977), «Bacterial phosphoenolpyruvate: su- 
gar phosphotransferase systems: structural, functional 
and evolutionary interrelationship», Bacteriol. Rev., 41, 
pp. 856-871. 


5. La (H*-K+)-ATPasi secerne ioni idrogeno a una con- 
centrazione di 0,18 da cellule che hanno un pH in- 
terno di 7,0. Qual è il AG necessario per il trasporto 
di una mole di H* in queste condizioni? Assumen- 
do che il AG per l’idrolisi dell’ATP sia —31,5 
kJ- mol! e che il potenziale di membrana sia 0,06 
V, con l’interno negativo, quanto ATP deve essere 
idrolizzato per rendere il trasporto di una mole di 
H* esoergonico? 


6. Una membrana dello spessore di 100 À ha un poten- 
ziale di membrana di 100 mV. Qual è l'ampiezza di 
questa differenza di potenziale in V-cm7!? Com- 
mentate la grandezza di questo campo potenziale in 
termini macroscopici. 


ù 


Il potenziale di membrana a riposo di un neurone (Ax) 
è — 60 mV (con l’interno negativo). Se la variazione 
di energia libera associata al trasporto di uno ione so- 
dio dall’esterno all’interno è — 1,9 kJ- mol"! e la con- 
centrazione di ioni sodio all’esterno della cellula è 
260mm, qual è la [Na+] all’interno della cellula? 


8. Scrivete la struttura dei seguenti composti e indicate 
se essi possono attraversare una membrana senza me- 
diazione oppure se richiedono una facilitazione. In- 
dicate anche il criterio che utilizzate per trarre que- 
ste decisioni. (a) etanolo; (b) glicina; (0) colesterolo; 
(d) ATP. i 


9. Scrivete uno schema cinetico per la (H+-K+)-A'TPasi 
che spieghi l'accoppiamento dell’idrolisi di ATP con 
il trasporto di ioni idrogeno. Discutete l’ordine di in- 
gresso dei substrati necessario per l’accoppiamento. 
Identificate le tappe in cui si ha una mutua destabi- 
lizzazione che determina una velocità ragionevole del 
trasporto. 
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[808][809] 


A. Reazioni del ciclo 


[808] Gli otto enzimi del ciclo dell’acido citrico (Fig. 
19.1) catalizzano una serie di reazioni organiche che 
ossidano un gruppo acetile a due molecole di CO. con 
la produzione di tre molecole di NADH, di una mole- 
cola di FADH; e di una di GTP: 


1. La citrato sintasi catalizza la condensazione 
dell’acetil-CoA con l’ossalacetato per formare ci- 
trato, composto che dà il nome al ciclo. 

2. La strategia delle due prossime tappe del ciclo è 
quella di trasformare il citrato in un isomero più 
facilmente ossidabile e quindi di ossidarlo. L’aco- 
nitasi converte il citrato, che contiene un gruppo 
alcolico terziario resistente alle ossidazioni, in iso- 
citrato, che contiene invece un gruppo alcolico 
secondario facilmente ossidabile. La sequenza delle 
reazioni coinvolge una deidratazione, che produ- 
ce cis-aconitato legato all’enzima, seguita da una 
idratazione nella quale il gruppo ossidrilico del 
citrato viene trasferito all’atomo di carbonio adia- 
cente. 

3. L’isocitrato deidrogenasi ossida l’isocitrato for- 
mando un 8-chetoacido intermedio, l’ossalosuc- 
cinato, in una reazione accoppiata alla riduzione 
del NAD* a NADH; l’ossalosuccinato viene decar- 
bossilato, generando a-chetoglutarato. Questa è 
la prima tappa in cui l’ossidazione è accoppiata 
alla produzione di NADH ed è anche la prima 
tappa in cui si ha la formazione di CO. 

4. Il complesso multienzimatico a-chetoglutarato 
deidrogenasi decarbossila ossidativamente 
l’a-chetoglutarato a succinil-coenzima A. Que- 
sta reazione porta alla riduzione della seconda mo- 
lecola di NAD* a NADH e alla generazione della 
seconda molecola di CO. A questo punto del ci- 


clo sono state prodotte due molecole di CO. e . 


quindi l’ossidazione del gruppo acetile è stata com- 
pletata. Notate però che gli atomi di carbonio che 
sono stati ossidati non sono quelli entrati nel ciclo 
come acetil-CoA. 

5. La succinil-CoA sintetasi converte il succinil-CoA 
in succinato. In questa reazione viene conserva- 
ta l'energia libera del legame tioestere mediante 
la formazione di una molecola di GTP ad «alta 
energia», a partire da GDP e P.. 

6. Le restanti reazioni del ciclo servono ad ossidare 
il succinato di nuovo ad ossalacetato per poter ese- 
guire un altro giro del ciclo. La succinato dei- 
drogenasi catalizza l'ossidazione del legame sin- 
golo centrale del succinato a doppio legame trans, 
formando fumarato, con la concomitante ridu- 
zione del coenzima redox FAD a FADH);. 
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7. La fumarasi catalizza poi l’idratazione del dop- 
pio legame del fumarato, formando malato. 

8. Infine, la malato deidrogenasi riforma ossala- 
cetato, ossidando il gruppo alcolico secondario del 
malato al chetone corrispondente e riducendo la 
terza molecola di NAD* a NADH. 


I gruppi acetilici vengono quindi ossidati completa- 
mente a CO; con la seguente stechiometria: 


SNAD*+FAD+GDP+acetil-CoA +P; —> 
—> 3NADH +FADH,+GTP+CoA +2C0, 


Il ciclo dell’acido citrico funziona cataliticamente, per 
effetto della continua rigenerazione dell’ossalacetato: 
è possibile ossidare un numero infinito di gruppi ace- 
tile avendo a disposizione una sola molecola di ossa- 
lacetato. 

Il NADH e il FADH, sono prodotti vitali del ciclo 
‘dell’acido citrico. La loro riossidazione da parte 
dell’0, attraverso la catena di trasporto degli elet- 
troni e la fosforilazione ossidativa (Capitolo 20), com- 
pleta la demolizione delle sostanze nutrienti in mo- 
do da favorire la sintesi di ATP. Le altre funzioni 
del ciclo sono discusse nel paragrafo 19.5. 


B. Scoperta del ciclo 


[809 ]Il ciclo dell’acido citrico fu proposto da Hans 
Krebs nel 1937, una scoperta che resta uno dei più 
importanti traguardi della chimica metabolica. Per 
questo motivo, cercheremo di analizzare il processo 
intellettuale che portò alla scoperta del ciclo. 

All’inizio degli anni ’30, erano stati fatti numerosi 
progressi nella definizione della via glicolitica (para- 
grafo 16.1A). Ma, il meccanismo di ossidazione del 
glucosio e la sua relazione con la respirazione cellu- 
lare (consumo di ossigeno) restavano ancora un mi- 
stero. Erano stati identificati però diversi metaboliti 
coinvolti nei processi ossidativi cellulari ed era noto 
a quel tempo, per esempio, che durante la respira- 
zione il tessuto muscolare ossidava rapidamente, ol- 
tre al lattato o all’acetato, anche il succinato, il mala- 
to e l’a-chetoglutarato, tutti acidi dicarbossilici, co- 
me pure il citrato, un acido tricarbossilico. Era anche 
stato dimostrato che il malonato (paragrafo 19.3F), 
un potente inibitore dell’ossidazione del succinato a 
fumarato, inibisce anche la respirazione cellulare, sug- 
gerendo che questo acido dicarbossilico abbia un ruolo 
centrale nel metabolismo ossidativo e non sia soltan- 
to una molecola da bruciare. 

Nel 1935, Albert Szent-Gyòrgyi dimostrò che la re- 
spirazione cellulare viene accelerata moltissimo da 


810 
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quantità catalitiche di succinato, di fumarato, di ma- 
lato o di ossalacetato; cioè, l’aggiunta a fettine di tes- 
suto muscolare di una qualsiasi di queste sostanze 
stimola il consumo di ossigeno e la produzione di 
CO; in quantità molto superiore a quanto sarebbe 


. richiesto per la semplice ossidazione della quantità 


di acido dicarbossilico aggiunto. Szent-Gyòrgyi dimo- 
strò pure che questi composti venivano interconver- 
titi tra loro secondo la sequenza di reazioni: 


succinato —> fumarato —>» malato —» ossalacetato 


Poco dopo, Carl Martins e Franz Knoop dimostraro- 
no che il citrato viene riarrangiato, via cis-aconitato, 
in isocitrato e poi deidrogenato ad a-chetoglutarato. 
Era ormai noto che l’a-chetoglutarato veniva decar- 
bossilato ossidativamente a succinato e CO3. Queste 
osservazioni estesero la sequenza di reazioni a: 


citrato — cis-aconitato — isocitrato — 
— a-chetoglutarato —» succinato —+ fumarato 
—> malato — ossalacetato 


Era necessario a questo punto per chiudere il ciclo 
e per rendere il sistema catalitico trovare la tappa 
di conversione dell’ossalacetato.in citrato. Nel 1936, 
Martins e Knoop dimostrarono che era possibile for- 
mare non enzimaticamente citrato da piruvato e da 
ossalacetato, mediante un trattamento con perossido 
di idrogeno in condizioni basiche. Krebs utilizzò que- 
sto modello chimico come punto di partenza per gli 
esperimenti biochimici che lo portarono a proporre 
il ciclo dell’acido citrico. 

L'ipotesi di Krebs era basata su suoi studi iniziati 
nel 1936 sulla respirazione del muscolo toracico del 
piccione (che ha una velocità di respirazione eleva- 
ta). L'idea di un ciclo catalitico non era nuova nella 
mente di Krebs: nel 1932, insieme a Kurt Henseleit, 
delucidò i punti essenziali del ciclo dell’urea, un 
processo in cui l’ammoniaca e la CO, vengono con- 
vertite in urea (paragrafo 24.2). Le più rilevanti os- 
servazioni sperimentali effettuate da Krebs in favore 
dell’esistenza del ciclo dell’acido citrico furono: 


1. Il succinato si forma dal fumarato, dal malato o 
dall’ossalacetato in presenza dell’inibitore meta- 
bolico malonato. Poiché il malonato inibisce la ri- 
duzione diretta del fumarato a succinato, quest’ul- 
timo si deve formare mediante un ciclo ossidativo. 

2. Il piruvato e l’ossalacetato possono formare enzi- 
maticamente citrato. Krebs suggerì che il ciclo me- 
tabolico era chiuso dalla reazione: 


piruvato + ossalacetato —> citrato + COz 


3. Le velocità di interconversione delle singole tap- 
pe del circolo sono sufficientemente rapide da pen- 
sare che siano responsabili della respirazione os- 
servata e quindi il ciclo deve essere la principale 
via di ossidazione del piruvato nel muscolo. 


& ‘Anche se Krebs stabilì la presenza del ciclo dell’aci- 


do citrico, restavano ancora numerosi punti oscuri 
per arrivare alla sua definizione completa. Il mecca- 
nismo di formazione del citrato non fu chiarito fino 
a che Nathan Kaplan e Fritz Lipman non scoprirono 
nel 1945 il coenzima A (paragrafo 19.2) e Severo 
Ochoa e Feodor Lynen non stabilirono nel 1951 che 
l’acetil-CoA è l’intermedio che si condensa con l’ossa- 
lacetato per formare il citrato. Si poté allora dimo- 
strare che il coenzima A aveva parte anche nella de- 
carbossilazione ossidativa dell’a-chetoglutarato a suc- 
cinato, formando l’intermedio succinil-CoA. 

La delucidazione del ciclo dell’acido citrico fu una 
grande impresa, frutto del lavoro di molti studiosi. 
Ancora oggi molti biochimici stanno operando per 
comprendere meglio il ciclo a livello molecolare ed 
enzimatico. Prenderemo ora in considerazione gli otto 
enzimi che catalizzano il ciclo, ma prima discutere- 
mo la fonte di atomi di carbonio del ciclo, l’acetil- 
CoA e la sua formazione dal piruvato. 


2. FONTI METABOLICHE 
DELL’ACETIL-COENZIMA A 


[810 ]I gruppi acetilici entrano nel ciclo dell’acido ci- 
trico sotto forma di acetil-coenzima A (acetil-CoA; 
(Fig. 19.2), un prodotto del metabolismo degradativo, 
comune ai carboidrati, agli acidi grassi e agli ammi- 
noacidi. Il coenzima A (COASH oppure CoA) è un 
gruppo f-mercaptoetilarmminico legato mediante un 
legame amidico alla vitamina acido pantotenico che, 
a sua volta, è legata attraverso un ponte fosfodieste- 
rico alla 3-fosfoadenosina. Il gruppo acetilico 
dell’acetil-CoA è legato con legame tioestere al grup- 
po SH della mercaptoetilammina. Il CoA funziona 
quindi come un trasportatore di gruppi acetilici e di 


‘altri gruppi acilici (la lettera A nel nome del coenzi- 


ma sta per «acetilazione»). 
L’aceti-CoA è anche un composto ad «alta energia»: il 


° AG°’ per l’idrolisi del suo legame tioestere è —31,5 kJ - 


mol”; questa reazione è poco più esoergonica (1 kJ - 
mol!) di quella di idrolisi dell'ATP (paragrafo 15.4B). 
La formazione di questo legame tioestere in un interme- 
dio metabolico risulta nella conservazione di una parte 
dell’energia libera generata dalla sua ossidazione. 
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588 Capitolo 19 


TPP -E; i « Ej 
+ | 
_ H_-0O_-C_-CH3 
O—C— C_-CHg 
Wo H Po 
o 0 Idrossietil- 
Piruvato TPP Ei 
na cd 


Diversamente dall’enzima del lievito, la piruvato 
deidrogenasi non converte l’intermedio idrossietil- 
TPP in acetaldeide e TPP, ma incanala il suo pro- 
dotto all’enzima successivo nella sequenza mul- 
tienzimatica, la diidrolipoil transacetilasi (E.). 
2. E; catalizza anche l'ossidazione dell’idrossietil- 


H3C R' H3C R' 
R_NZ Ati Hb RN 5 * Ei 


Eo 
4 à B: 
Lipoamide-Es . 


HgC R 
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HS 
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Acetil- 
diidrolipoamide-Es 
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TPP da parte della lipoamide-E;, formando 
acetil-diidrolipoamide-E2 e ripristinando la 
TPP libera. La reazione avviene per attacco del 
carbanione del gruppo idrossietilico sul disolfuro 
della lipoamide, seguito dall’eliminazione della 
TPP dall’intermedio (formula in basso, a sinistra). 
3. E, catalizza il trasferimento del gruppo acetile al 
CoA, formando acetil-CoA e diidrolipoamide-E2. 


î 
CoA-S—CT_-CHgz 
Acetil-CoA 
È o * 
eni. 
S HS 
CoA— SH 
== 
HS HS 
E, E, 
(GEIN Acetil 

»/ diidrolipoamide-E Diidrolipoamide-Ey 


Questa è una transesterificazione in cui il gruppo 
SH del CoA attacca il gruppo acetile dell’acetil- 
diidrolipamide-Ez formando un intermedio te- 
traedrico (non mostrato) che si decompone ad 
acetil-CoA e diidrolipoamide-E». 

4. La diidrolipoil deidrogenasi (Es; detta anche li- 
poamide deidrogenasi) riossida la diidrolipoa- 
mide completando il ciclo catalitico di E. 


FAD FAD 
î SH 
S SH 
E3 (ossidato) Es (ridotto) 
+ => + 
HS S 
HS S 
i E, E, 


L’E3 ossidato contiene un ponte disolfuro reatti- 
vo e un FAD saldamente legato. L’ossidazione della 
diidrolipoamide è una reazione di interscambio 
di disolfuri (paragrafo 8.24): si forma il ponte di- 
solfuro della lipoamide e contemporaneamente si 
riduce il ponte disolfuro reattivo dell’E3 a due 
gruppi SH. Il meccanismo di reazione dell’E3 è 
essenzialmente identico a quello della glutatione 
reduttasi, considerandolo in senso inverso (para- 
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grafo 14.4). La sequenza amminoacidica della dii- 
drolipoil deidrogenasi di cuore di maiale e della 
glutatione reduttasi umana sono identiche per cir- 
ca il 40% (la presenza di entrambi gli enzimi nel- 
VE. coli dimostra che la loro divergenza è avve- 
nuta prima della comparsa dagli eucarioti). 

5. L’E3 ridotto viene ossidato dal NAD*. 


FAD Fap Hj] NAD' NADH H' pap 
SH — s a --; 
sH S 9 

i E3 (ossidato) 


Î 


Reazione 4 
I gruppi sulfidrilici dell'enzima attivo vengono 
riossidati dal FAD legato all’enzima, che diventa 


FADH:. Questo coenzima ridotto è riossidato a 
spese del NAD*, producendo NADH. 


Il braccio composto dalla lipoillisina trasferisce 
gli intermedi tra le subunità dell’enzima 


[813] Come vengono incanalati gli intermedi delle 
reazioni nei vari enzimi del complesso multienzima- 
tico della piruvato deidrogenasi? La catena di atomi 
di carbonio che sta tra il ponte disolfuro della lipoa- 
mide e lo scheletro polipeptidico dell’E2, il cosiddet- 
to braccio di lipoillisina, ha una lunghezza nella 
sua forma completamente estesa di 14 À. 


Braccio di lipoillisina 
(completamente esteso) 


Questo fatto ci suggerisce che il braccio di lipoillisina 
agisce come una lunga articolazione che può spostare 
il gruppo disolfuro oppure il prodotto acetilato e ri- 
dotto della reazione 2 tra gli enzimi E, ed E3. Anali 
si spettroscopiche hanno stabilito che la porzione di 
E2 che ha legato a sé il braccio di lipoillisina è flessi- 
bile rispetto al resto della subunità. Vi è inoltre un 
rapido interscambio di gruppi acetilici tra i gruppi 
lipoilici del nucleo di E, nel complesso (24 gruppi 
lipoilici nell’E. coli e 60 nei mammiferi); i bracci arti- 
colati possono spostarsi e scambiare liberamente i 
gruppi acetilici, ripristinando i ponti disolfuro: 


Oz 6 LCHa DL . _CHs 
ION i 
s SH La S—-S SH S 
Op Oz 
N N [ 
Gs ses HS FIDI S 


Transacetilazione subunità 


Una subunità E, può quindi acetilare molte subuni- 
tà E, mentre una subunità Ez può riossidare molti 
gruppi lipoamidici. 


I composti contenenti arsenico sono veleni 
in quanto sequestrano la lipoamide 


[814]Fin dai tempi antichi è noto che l’arsenico è 
un veleno. I composti con As(Ill), come l’arsenite 
(As057) e gli arsenicali organici sono tossici proprio 
a causa della loro capacità di legarsi covalentemente 
ai composti sulfidrilici. Ciò è particolarmente vero 
per composti come la lipoamide che possono forma- 
re addotti bifunzionali (si veda la formula alla pagi- 
na seguente, in alto a sinistra): 
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| 
3 Composizione Massa della Cofattori da 
Enzima in subunità subunità (kD) e chia ez 9 Braccio | 
————______——____—__—r_—r—_—e—e==s5*-eeeeee | I pro-S ; 
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Citrato sintasi (cuore di maiale) 27 49 CH CH, | 
Aconitasi (cuore di maiale) ca 44,5 RR a HO—C— c00” eg HO—C— 000° i 
+ i 
Isocitrato deidrogenasi aBY Mg?+o Mn?*, NAD ca, dr, NECA 
(mitocondri di mammifero) SCA (E ‘pro-R È 
Complesso multienzimatico dell’a-chetoglutarato coo lelele) | 
deidrogenasi (£. coli: S-citril-CoA Citrato 
a-chetoglutarato deidrogenasi 2 95 ch P i . 25 . , 
diidrolipoil transsuccinilasi Monomero 42 Lipoamide, CoA iaia Lies Ù fgerita Die one dee to sulla faccia si dell'atomo di carbonio carbonilico Di 
diidrolipoil deidrogenasi (67) 56 FAD, NAD trazione di un protone da parte di una base dell'enzima (un residuo dell’ossalacetato, formando quindi S-citril-CoA (la no- i 
Succinil-CoA sintetasi (cuore di maiale) a B 34,5-42,5 GDP di His), attacca nucleofilicamente la faccia si dell'atomo di carbonio menclatura della chiralità è riportata nel paragrafo 
s î , ; 70, 27 FAD (covalente), Centri Fe-S carbonilico dell'ossalacetato (a sinistra). L’intermedio prodotto, 4.2C). Il gruppo acetile dell’acetil-CoA forma quindi 
Succinato deidrogenasi (cuore di bue) a B ’ : I'S-citril-CoA si idrolizza formando citrato (a destra). 1 bossimetili del ci si 
Licuole-dì mella) ri + 48,5 soltanto un gruppo carbossimetilico pro-S del citrato. pil 
Fumarasi (cu CO È 
Malato deidrogenasi (cuore di maiale) a 35 NAD* 
Considerazioni sul meccanismo d’azione 


Figura 19.6 Modello spaziale della citrato sintasi nella conformazio- 
ne aperta (a) e nella conformazione chiusa con il substrato legato 
(b). Gli atomi di carbonio in ogni dominio piccolo sono colorati in 
verde e quelli dei domini grandi sono in viola. La vista è lungo il 
doppio asse di rotazione della proteina dimerica. La grande variazio- 


in cui l’ossalacetato si lega all’enzima prima dell’acetil- 
CoA. La struttura ai raggi X dell’enzima dimerico 
libero (uno dei pochi enzimi del ciclo di cui è nota 
la struttura ai raggi X) mostra che l’enzima è in una 
«forma aperta», in cui i due domini di ciascuna subu- 
nità creano una profonda fessura che contiene il sito 
di legame per l’ossalacetato (Fig. 19.64). In seguito 
al legame dell’ossalacetato, il dominio più piccolo ruo- 
ta di 18° rispetto al dominio più grande, determi- 
nando la chiusura della fessura (Fig. 19.6b). 


(b) 


ne di conformazione tra la forma aperta e la forma chiusa comporta 
movimenti interatomici anche di 15 À. (Per gentile concessione di 
Anne Dallas, University of Pennsylvania e di Helen Berman, Fox Chase 
Cancer Center. La struttura ai raggi X è stata determinata da Stephen 
Remington e Robert Huber.) 


Acetonil-CoA 
L’acetonil-CoA (un analogo dell’acetil-CoA, con pro-. 


prietà inibitorie) si lega all’enzima nella sua «forma: ; 


chiusa», consentendo in questo modo di identificare: 
il sito di legame dell’acetil-CoA. L'esistenza di queste 
forme «aperte» e «chiuse» dell'enzima spiega il suo 


meccanismo cinetico sequenziale ordinato: il cambio . 


conformazionale indotto dal legame dell’ossalacetato 
genera il sito di legame per l’acetil-CoA e nasconde 
completamente l’ossalacetato legato al solvente. Que- 
sto è un chiaro esempio di modello di adattamento 
indotto dovuto al legame del substrato (paragrafo 
9.4C). L’esochinasi ha un comportamento molto si- 
mile (paragrafo 16.24). 

La reazione della citrato sintasi è una condensazio- 
ne mista aldolo-estere di Claisen, che ha luogo in tre 
tappe (Fig. 19.7): 


1. Un residuo di His dell'enzima, agendo come una 
base, genera un carbanione sull’acetil-CoA. La pre- 
senza del legame tioestere del CoA consente l’e- 
nolizzazione che stabilizza l’intermedio con il car- 
banione; l’enolizzazione dell’acetato da solo richie- 
derebbe la generazione altamente sfavorevole di 
una doppia carica negativa sul gruppo carbonilico. 

2. Il carbanione dell’acetil-CoA attacca nucleofilica- 
mente il gruppo carbonilico dell’ossalacetato. Il 
prodotto della reazione, il citril-CoA, resta lega- 
to all’enzima. 

3. Il citril-CoA si idrolizza a citrato e CoA. Questa 
idrolisi genera la forza termodinamica che guida 
la reazione (AG°’= — 31,5 kJ: mol7!). Possiamo 
osservare ora perché la reazione richiede una co- 
sì grande forza trainante, quasi una dissipazione 
di energia. 


Le reazioni catalizzate dagli enzimi, come abbia- 
mo visto in precedenza, sono stereospecifiche. La con- 
densazione aldol-estere di Claisen in questo caso coin- 
volge l’attacco del carbanione dell’acetil-CoA soltan- 


della citrato sintasi 


[820 | Recenti osservazioni sulla struttura ai raggi X 
della citrato sintasi complessata con l’ossalacetato e 
il carbossimetil-CoA (COA—CH2- C007), che è si- 
mile allo stato di transizione proposto per la reazio- 
ne di condensazione (il carbossimetil-CoA è confor- 
mazionalmente simile all’intermedio stabilizzato per 
risonanza dell’acetil-CoA mostrato in Fig. 19.7). La 
disposizione delle catene laterali amminoacidiche in- 
torno al carbossimetil-CoA suggeriscono il seguente 
meccanismo enzimatico: 


1. L’acetil-CoA viene convertito in un tautomero neu- 
tro enolico (piuttosto che nel gruppo enolato po- 
stulato nella Fig. 19.7) mediante una catalisi acido- 
basica concertata in cui un protone del gruppo 
metilico dell’acetil-CoA viene sottratto dal grup- 
po carbossilico ionizzato dell’Asp 375, mentre il 
suo gruppo carbonilico viene protonato dall’His 
274, che è nella forma protonata. 

2. Il citril-CoA si forma poi in una seconda reazione 
con una catalisi acido-basica concertata in cui l’e- 
nolo attacca nucleofilicamente l’ossalacetato (co- 
me indica la Fig. 19.7), mentre l’His 274 risottrae 
il protone donato prima e 1’His 320, nella sua for- 
ma protonata, dona un protone al gruppo carbo- 
nilico dell’ossalacetato. 


B. Aconitasi 


[ 821 | L’aconitasi catalizza l’isomerizzazione reversi- 
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L’energia del legame tioestere 

del succinil-CoA viene conservata mediante 
la formazione di una serie di intermedi 
fosforilati ad «alta energia» 


[826] Come viene accoppiata dalla succinil-CoA sin- 

tetasi l’idrolisi esoergonica del succinil-CoA 

(AG°’= — 32,6 kJ- mol-') alla formazione endoergo- 

nica di un nucleotide trifosfato (AG°’= — 30,5 

kJ - mol-!)? Fu possibile rispondere a questa doman- 

da utilizzando traccianti radioattivi. In assenza di 

succinil-CoA l’enzima degli spinaci (che utilizza nu- 

cleotidi adenilici) catalizza il trasferimento del grup- 

po fosforico y dell'ATP all’ADP. Questa reazione. di 

scambio suggerisce la partecipazione al meccanismo» 
della reazione di un intermedio fosforil-enzima che’ 
media la sequenza di tappe: 


Tappa 1 Tappa 2 


A--® + © 


[826] 
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Questa informazione portò all’isolamento del fosforil- 
enzima cineticamente attivo, in cui il gruppo fosfori- 
co era legato covalentemente all’atomo di N in posi- 
zione (3) di un residuo di His. Quando la reazione 
della succinil-CoA sintetasi funziona nella direzione 
della sintesi del succinil-CoA (cioè in senso inverso 
alla sua direzione nel ciclo dell’acido citrico) usando 
come substrato ['#O]succinato, il 150 viene trasferito 
dal succinato al fosfato. Evidentemente si forma tran- 
sitoriamente durante la reazione l’anidride mista ad 
«alta energia» succinil fosfato. 

Da queste osservazioni sperimentali è stata deriva- 
ta, per la succinil-CoA sintetasi dei mammiferi, la se- 
guente reazione a tre tappe (Fig. 19.9): 


1. Il succinil-CoA reagisce con il P; formando succi- 
nil fosfato e CoA (sulla base della reazione di scam- 
bio del 180). 

Il gruppo fosforico del succinil fosfato viene tra- 
sferito ad un residuo di His dell’enzima ed il suc- 
cinato viene rilasciato (sulla base della formazio- 
ne del residuo di 3-fosfo-His), 


io 


3. Il gruppo fosforico sull’enzima viene trasferito al 
A-O-® + E-® A-®_@- +E GDP, formando GTP (sulla base della reazione di 
ORE Fosforii scambio del *2P). 
enzima 
Figura 19.9 La reazione cata- lololo) COOT 
lizzata dalla succinil-CoA sin- | | 
tetasi. (1) Formazione del suc- OH CH, 1 CHa 
cinil fosfato, un’anidride mista n | | a | 
ad «alta energia». (2) Formazio- O—-P=0 + CHy ì CHo + CoASH 
ne del residuo di fosfo-His, un a ] | 
intermedio ad «alta energia». 0°. . 2° ui i PASS 
(3) Trasferimento del RUEDO CoAS OgP —0 (6) 
fosforico al GDP, con forma- DI = 
zione di GTP. | simboli * e Pi Succinil-CoA Succinil 
* rappresentano l’!80 e il 3°P fosfato 
nelle reazioni con una marca- 
tura isotopica. a c007 
E ia H+ E 
CH CH 
a di da ala 19 hi Le 
+ î CH S + CH 
Cali DO xl c 
-20,P 7° Po?” #07 So 
Enzima-His x: 3-fosfo-His Succinato 
E DI E 
= = H I - mo 2 De 
(0) (0) soit O (0) (6) 
Sx Si IN I, 
G-O—P—0—P=0 + J a Si + G—-0—P—0—P—0—P=0 
O es aS o: «gr er 
o 0 ci Ù 
oT— POE” 
GDP GTP 
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Notate che in ognuna di queste tappe viene conserva- 
ta l’energia libera di idrolisi del succinil-CoA median- 
te la formazione sequenziale di composti ad «alta ener- 
gia»: prima il succinil fosfato, poi un residuo di 3-fosfo- 
His ed infine il GTP. Il processo ricorda un po’ quan- 
to succede quando si ha per le mani una patata bol- 
lente. 


Pausa di riflessione 


[827] Giunti a questo punto, un’unità acetile è stata 
completamente ossidata a CO:. Sono state generate 
inoltre due molecole di NADH ed una di GTP (equi- 
valente ad una di ATP). Per completare ora il ciclo, 
il succinato deve essere convertito di nuovo in ossa- 
lacetato. La restante parte del ciclo, le ultime tre rea- 
zioni, ha proprio questa funzione. 


F. Succinato deidrogenasi 
[828 ]La succinato deidrogenasi catalizza la deidro- 


genazione stereospecifica del succinato a fumarato 
(reazione 6 della Fig. 19.1). 


COO 
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Figura 19.10 Il legame covalente del FAD a un residuo di His della > 


succinato deidrogenasi. 
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Questo enzima è fortememte inibito dal malonato, 
un analogo strutturale del succinato e un classico 
esempio di inibitore competitivo: 


COO 

COO7 CH, 

Mu: 
COO COO7 
Malonato Succinato 


Ricordate che l’inibizione della respirazione da parte 
del malonato fu una delle osservazioni che portaro- 
no Krebs ad ipotizzare il ciclo dell’acido citrico (pa- 
ragrafo 19.1B). 

La succinato deidrogenasi contiene un gruppo FAD, 
l’accettore di elettroni della reazione. In genere, il 
FAD funziona biochimicamente nella ossidazione di 
alcani ad alcheni, mentre il NAD* ossida alcoli ad 
aldeidi o chetoni. Questa differenza è dovuta al fatto 
che l’ossidazione di un alcano (come il succinato) ad 
un alchene (come il fumarato) è sufficientemente 
esoergonica da ridurre il FAD a FADHz, ma non ab- 
bastanza da ridurre il NAD+ a NADH. L’ossidazio- 
ne di un alcol, al contrario, può ridurre il NAD+ 
(Tabella 15.4). Il FAD della succinato deidrogenasi è 
legato covalentemente a un residuo di His dell’enzi- 
ma attraverso il suo atomo di carbonio C(8) (Fig. 
19.10). Questo tipo di associazione covalente tra il FAD 
e una proteina è piuttosto insolito: nella maggior parte 
dei casi il legame del coenzima è non covalente an- 
che se di tipo molto forte. 

Come viene riossidato il FADH, della succinato dei- 
drogenasi? Essendo permanentemente legato all’en- 
zima, questo gruppo prostetico non può agire da me- 
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600 Capitolo 19 


[833] 


le di CO:, un processo a cui partecipano anche 
quattro coppie di elettroni (come abbiamo visto 
prima non sono gli atomi di carbonio entrati co- 
me gruppo acetilico ad essere ossidati). 

2. Vengono ridotte tre molecole di NAD* a NADH, 
che utilizzano tre coppie di elettroni. 

3. Viene ridotta una molecola di FAD a FADH,, uti- 
lizzando la quarta coppia di elettroni. 

4. Viene prodotto un legame fosforico ad «alta ener- 
gia» sotto forma di GTP (o di ATP). 


Gli otto elettroni sottratti al gruppo acetile nel ciclo 
dell’acido citrico passano in seguito nella catena di 
trasporto degli elettroni dove vengono usati per ri- 
durre due molecole di ossigeno ad acqua. Ognuna 
delle tre coppie di elettroni presenti sul NADH pro- 
duce, durante il trasferimento all’O, e mediante la 
fosforilazione ossidativa tre molecole di ATP, men- 
tre la coppia sul FADH, genera solo due molecole 
di ATP. Un giro del ciclo dell’acido citrico determi- 
na, in ultima analisi, la produzione di 12 molecole 
di ATP. Il trasporto degli elettroni e la fosforilazione 
ossidativa sono trattati nel Capitolo 20. 


Stechiometria del ciclo dell’acido citrico 


[833 ] Le reazioni del ciclo dell’acido citrico sono sta- 
te confermate mediante l’uso di traccianti radioatti- 
vi, esperimenti che diventarono possibili tra la fine 
degli anni ’30 e l’inizio degli anni ’40. A quel tempo, 
i composti potevano essere marcati arricchendoli con 
l’isotopo stabile ‘5C (che poteva essere identificato al- 
lora mediante spettrometria di massa e oggi con 
1’NMR) oppure con l’isotopo radioattivo 4!C, che ha 
un tempo di dimezzamento di soltanto 20 minuti; 
l’uso dell’isotopo !4C, che ha il vantaggio di avere 
un tempo di dimezzamento di 5570 anni, fu intro- 
dotto soltanto alla fine degli anni ’40 da Samuel Ru- 
ben e da Martin Kamen. 

In uno di questi esperimenti basilari, fu generato 
41!!Clossalacetato da piruvato e 1!C0.. 


î 
“CO, + CH: C— CO 
Piruvato 
ATP 
Piruvato 


jlasi 
ADP + P; carbossilasi 


î 
—00C— CH, C—C07 
Ossalacetato 
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Questo composto marcato fu utilizzato nel ciclo del- 
l’acido citrico e furono isolati gli intermedi prodotti. 
L’identificazione della posizione della marcatura 
nell’a-chetoglutarato isolato scatenò un entusiasmo 
indescrivibile. Come abbiamo visto nei paragrafi 
19.3A e 19.3B, la citrato sintasi e l’aconitasi catalizza- 
no reazioni stereospecifiche; infatti, la citrato sintasi 
distingue tra le due facce del gruppo carbonilico del- 
l’ossalacetato e l’aconitasi distingue tra i gruppi car- 
bossimetilic pro-S e pro-R del citrato. All’inizio degli 
anni ’40 il concetto di prochiralità non era ancora 
chiaro e si assumeva che le due metà del citrato fos- 
sero indistinguibili (nei sistemi non enzimatici in ef- 
fetti è così). Si pensava quindi che la radioattività pre- 
sente sul C(4) dell’ossalacetato (indicata con un asteri- 
sco nella Fig. 19.1) si sarebbe mescolata nel citrato, 
cioè gli atomi di carbonio C(1) e C(6) sarebbero risul- 
tati marcati allo stesso modo, producendo poi mole- 
cole di a-chetoglutarato marcate alternativamente sul 
C(1) o sul C(5). Fu invece trovato radioattivo soltanto 
il C{1), l'atomo di carbonio del gruppo carbossilico 
a del gruppo chetonico dell’a-chetoglutarato (Fig. 
19.1). Questo risultato generò numerosi dubbi sull’i- 
dentità del prodotto di condensazione dell’ossalace- 
tato con l’acetil CoA. Alla luce di questi esperimenti 
così certi e conclusivi ci si chiedeva come fosse possi- 
bile che questo prodotto fosse una molecola simme- 
trica come il citrato. Questo problema, cioè quale fosse 
l’acido tricarbossilico originale generato dalla conden- 
sazione, portò al cambio del nome del ciclo da ciclo 
dell’acido citrico (proposto da Krebs) a ciclo degli aci- 
di tricarbossilici (TCA). Nel 1948, Alexander Ogston 
stabilì che pur essendo il citrato simmetrico era una 
molecola prochiralica e quindi poteva interagire asim- 
metricamente con la superficie dell’aconitasi (para- 
grafo 19.3B). Anche se è ormai accertato che il citra- 
to è un intermedio del ciclo è rimasta però una certa 
confusione sul nome del ciclo. 

Continuando a seguire il destino dell’atomo di car- 
bonio marcato attraverso il ciclo dell’acido citrico, pos- 
siamo vedere (Fig. 19.1) che esso viene perso come 
CO; nella reazione della a-chetoglutarato deidroge- 
nasi. Mentre nella reazione complessiva del ciclo si 
considera che vengano ossidati gli atomi di carbonio 
dell’unità acetile a CO., in effetti, la CO, persa in un 
dato giro del ciclo deriva dallo scheletro dell’ossala- 
cetato. 

Sono stati effettuati esperimenti usando 1-[!*Clace- 
tato che le cellule convertono in 1-[!*Clacetil-CoA: 


ATP  AMP+PP; 


(o) 
; Il, 
CH3—*C007+ CoASH zi CH3— C— SCoA 


Acetato ; to 


Acetato tiochinasi 
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Seguendo la via di questa marcatura si è stabilito che 
la marcatura radioattiva si mescola (indicata con 
1/2* nella Fig. 19.1) durante il ciclo soltanto dopo 
la formazione del succinato, il primo intermedio ro- 
tazionalmente simmetrico (non prochiralico del ciclo). 


4. REGOLAZIONE 
DEL CICLO DELL'ACIDO CITRICO 


[834] In questo paragrafo vedremo come viene rego- 
lato il flusso metabolico attraverso il ciclo dell’acido 
citrico. Nelle nostre discussioni sul controllo del flus- 
so metabolico abbiamo stabilito che per comprende- 
re come viene regolata una via metabolica è necessa- 
rio identificare l’enzima (o gli enzimi) che catalizza 
la tappa che controlla la velocità, gli effettori di que- 
sto enzima e le concentrazioni intracellulari di que- 
ste sostanze. Un meccanismo proposto per il controllo 
del flusso deve dimostrare che un aumento o una di- 
minuzione del flusso sono correlati a un aumento o 
a una diminuzione della concentrazione dell’effettore 
proposto. 


La citrato sintasi, la isocitrato deidrogenasi e 
l’a-chetoglutarato deidrogenasi sono gli enzimi 
che controllano la velocità del ciclo 
dell’acido citrico 


[835] L’identificazione delle tappe che limitano la ve- 
locità del ciclo dell’acido citrico è più complicata che 
non nella glicolisi, in quanto molti dei suoi metaboli- 
ti sono presenti sia nei mitocondri che nel citosol e 
noi non sappiamo come questi sono distribuiti nei 
due compartimenti (ricordate che per l’identificazio- 
ne di una tappa che limita la velocità di una via me- 
tabolica è necessario determinare il AG di ogni sua 
reazione dalle concentrazioni dei substrati e dei pro- 
dotti). Se assumiamo che i due compartimenti siano 
in equilibrio, possiamo usare le quantità totali di que- 
ste sostanze per valutare le loro concentrazioni nei 
mitocondri. La Tabella 19.3 riporta i valori delle va- 
riazioni di energia libera standard delle otto reazio- 
ni del ciclo dell’acido citrico e i valori stimati di va- 
riazioni di energia libera nelle condizioni fisiologi- 
che presenti nel muscolo cardiaco e nel tessuto epati- 
co. Possiamo osservare che tre enzimi funzionano pro- 
babilmente in condizioni lontane dall’equilibrio (AG 
negativo): la citrato sintasi, l’isocitrato deidrogenasi 
NAD* dipendente e la a-chetoglutarato deidrogena- 
si. Concentreremo la nostra attenzione su questi en- 
zimi per vedere come vengono regolati (Fig. 19.12). 


î ; AG°' AG 
Reazione Enzima 4 -mol-') («mol =?) 
1 Citrato sintasi —31,5 Negativo 
2 Aconitasi Circa 5 Circa 0 
3 Isocitrato 
deidrogenasi -21 Negativo 
4 Complesso 
multienzimatico 
della a-chetoglutarato 
deidrogenasi — 33 Negativo 
5 Succinil-CoA 
sintetasi —-2,1 Circa 0 
6 Succinato 
deidrogenasi +6 Circa 0 
7 Fumarasi -3,4 Circa 0 
8 Malato deidrogenasi +29,7 Circa 0 
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Figura 19.12 Una rappresentazione del ciclo dell’acido citrico e della 
reazione della piruvato deidrogenasi che mostra i punti di inibizione 
(ottagoni rossi) e gli intermedi della via che funzionano da inibitori 
(linee tratteggiate rosse). ADP e Ca?* sono invece attivatori. 
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604 Capitolo 19 


Vie che utilizzano intermedi 
del ciclo dell’acido citrico 


1. La biosintesi del glucosio (gluconeogenesi; pa- 
ragrafo 21.1), tipica del citosol, utilizza il malato 
che è stato trasportato attraverso la membrana 
mitocondriale. 

2. La biosintesi dei lipidi, che comprende la bio- 
sintesi degli acidi grassi (paragrafo 23.4) e la 
biosintesi del colesterolo (paragrafo 23.6A), è 
un processo citosolubile che richiede la presenza 
di acetil-CoA. L’acetil-CoA prodotto nei mitocon- 
dri non viene trasportato attraverso la membra- 
na mitocondriale e l’acetil-CoA citosolico viene ge- 
nerato dalla rottura del citrato che è stato espor- 
tato dai mitocondri attraverso la loro membrana. 

La reazione è catalizzata dalla ATP-citrato lia- 
si (paragrafo 23.4D): 


citrato + ATP + CoA == 
== ADP+P;+ossalacetato + acetil-CoA 


3. La biosintesi degli amminoacidi utilizza gli in- 
termedi del ciclo dell’acido citrico in due modi. 
L’a-chetoglutarato viene usato per sintetizzare il 
glutammato in una reazione di amminazione ri- 
duttiva a cui partecipa il NAD+ o il NADP+ ca- 
talizzata dalla glutammato deidrogenasi (para- 
grafo 24.1): 


a-chetoglutarato +NAD(P)H + NHf == 
== glutammato + NAD(P)* + H.0 


L’a-chetoglutarato e l’ossalacetato vengono anche 
utilizzati per sintetizzare glutammato e aspartato 
nelle reazioni di transamminazione (paragrafo 
24.1): 


a-chetoglutarato + alanina => 
== glutammato + piruvato 
€ . 
ossalacetato + alanina = aspartato + piruvato 


4. La biosintesi delle porfirine (paragrafo 24.44) 
utilizza il succinil-CoA come materiale di partenza. 


Reazioni che riforniscono di intermedi 
il ciclo dell’acido citrico 


[841 ] Le reazioni che riforniscono di intermedi il ci- 
clo dell’acido citrico vengono dette reazioni ana- 
plerotiche (di riempimento, dal greco: ana, 


su+ plerotikos, pieno). La principale reazione anaple- .- 


rotica è quella catalizzata dalla piruvato carbossi- 
lasi, che produce ossalacetato (paragrafo 21.1A): 


piruvato + CO + ATP + H,0 => ossalacetato + ADP + Pi 


Questo enzima «sente» quando è necessario produrre 
intermedi del ciclo dell’acido citrico mediante il suo 
attivatore, l’acetil-CoA. Ogni diminuzione della veloci- 
tà del ciclo determinata da un’insufficiente quantità di 


ossalacetato porta ad un aumento dei livelli di acetil-' - 

CoA, per effetto della sua sottoutilizzazione. Ciò attiva ‘‘. 
la piruvato carbossilasi che rifornisce il ciclo di ossala- ‘ 
cetato aumentandone la velocità. Se però il ciclo dell’a- “ 
cido citrico è inibito a livello di una sua tappa dall'alta: 

concentrazione del NADH, l'aumento della concentra-. 
zione di ossalacetato non attiverà il ciclo. L’eccesso di. 
ossalacetato si equilibra con il malato che viene espor-. : 


tato dai mitocondri nel citosol ed usato nella gluconeo-. 
genesi. Le vie degradative generano intermedi del ci- 
clo dell’acido citrico: 


1. L’ossidazione degli acidi grassi a catena dispari (pa- 
ragrafo 23.2E) produce succinil-CoA. 

2. La demolizione degli amminoacidi isoleucina, me- 
tionina e valina (paragrafo 24.3E) produce anch’es- 
sa succinil-CoA. 


3. La transamminazione e la deamminazione degli am- © 


minaocidi produce a-chetoglutarato e ossalacetato. 


Queste reazioni sono reversibili e, a seconda della 
domanda metabolica, servono a rimuovere o a ri- | 


fornire il ciclo dell’acido citrico di intermedi. 


Il ciclo dell’acido citrico è al centro del metabolismo. 
Esso riduce i prodotti NADH e FADH», che sono poi 
riossidati dalla catena di trasporto degli elettroni du- 
rante la fosforilazione ossidativa e viene rilasciata l’e- 
nergia libera necessaria alla sintesi di ATP. Gli inter-- 
medi del ciclo dell’acido citrico sono utilizzati nelle bio- 
sintesi di costituenti cellulari vitali. Nei prossimi capi- 


toli vedremo le interazioni tra queste vie metaboliche... 


[842] 


Il ciclo dell'acido citrico 605 
eassssss (TTT _____ 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


[842 ] Il ciclo dell’acido citrico, un metabolismo ossidati- 
vo comune alla maggioranza degli organismi, è media- 
to da otto enzimi che, nel loro insieme, convertono 
lacetil-CoA in due molecole di CO, e generano contem- 
poraneamente tre molecole di NADH, una di FADH, ed 
una di GTP (0 ATP). Il NADH e il FADH, vengono riossi- 
dati dall’ossigeno nella catena di trasporto degli elettro- 
ni, producendo altre undici molecole di ATP. 

Il piruvato, il prodotto finale della glicolisi, in condi- 
zioni aerobiche viene convertito ad acetil-CoA dal com- 
plesso multienzimatico della piruvato deidrogenasi, un 
insieme di tre enzimi: la piruvato deidrogenasi, la dii- 
drolipoil transacetilasi e la diidrolipoil deidrogenasi. La 
subunità della piruvato deidrogenasi catalizza la con- 
versione del piruvato in CO, e nell’intermedio 
idrossietil-TPP. Quest’ultimo viene incanalato alla dii- 
drolipoil transacetilasi che ossida il gruppo idrossietile 
ad acetato e lo trasferisce al CoA, formando l’acetil- 
CoA. Il gruppo prostetico lipoamidico che viene ridotto 
in questo processo nella forma diidrolipoamidica, viene 
riossidato dalla diidrolipoil deidrogenasi in una reazio- 
ne a cui partecipa il FAD ad essa legato, che riduce 
il NAD* a NADH. La diidrolipoamide transacetilasi 
viene inattivata dalla formazione di un addotto cova- 
lente tra l’acido lipoico e composti contenenti Asl). L’at- 
tività del complesso della piruvato deidrogenasi varia 
in funzione del rapporto [NADHI/INAD+] e [acetil- 
CoAJ/[CoA]. Negli eucarioti la subunità della piruvato 
deidrogenasi viene inattivata anche dalla fosforilazio- 
ne di uno specifico residuo di Ser e riattivato dalla sua 
defosforilazione. Queste modificazioni sono mediate dal- 
la piruvato deidrogenasi chinasi e dalla piruvato dei- 
drogenasi fosfatasi; anche questi componenti del com- 
plesso multienzimatico rispondono a intermedi meta- 
bolici come il NADH e l’acetil-CoA. 

Il citrato si forma dalla condensazione dell’acetil-CoA 
con l’ossalacetato ad opera della citrato sintasi. Il citra- 


to viene deidratato a cis-aconitato e poi reidratato a 
isocitrato in una reazione stereospecifica catalizzata dal- 
l’aconitasi. Questo enzima viene inibito specificamente 
dal (25, 3R)-fluorocitrato, che viene sintetizzato enzi- 
maticamente dal fluoroacetato e dall’ossalacetato. L’iso- 
citrato viene decarbossilato ossidativamente ad 
o-chetoglutarato dalla isocitrato deidrogenasi, che pro- 
duce NADH e CO». L’o-chetoglutarato viene a sua vol- 
ta decarbossilato ossidativamente dalla a-chetoglutarato 
deidrogenasi, un complesso multienzimatico simile al 
complesso multienzimatico della piruvato deidrogena- 
si. Questa reazione genera la seconda molecola di NADH 
e di CO», Il succinil-CoA così prodotto viene convertito 
a succinato con la generazione di GTP (ATP nelle piante 
e nei batteri) da parte della succinil-CoA sintetasi. Il 
succinato viene deidrogenato stereospecificamente dalla 
succinato deidrogenasi a fumarato in una reazione che 
genera FADH:. Le due tappe finali del ciclo dell’acido 
citrico, catalizzate dalla fumarasi e dalla malato dei- 
drogenasi, idratano il fumarato a S-malato ed ossida- 
no questo alcol nel corrispondente chetone, l’ossalaceta- 
to, con la concomitante produzione della terza moleco- 
la di NADH della via. 

Gli enzimi del ciclo dell’acido citrico agiscono come 
una unità funzionale che segue il passo della domanda 
metabolica della cellula. Gli enzimi che controllano il 
flusso sembrano essere la citrato sintasi, l’isocitrato dei- 
drogenasi e l’u-chetoglutarato deidrogenasi. La loro at- 
tività viene regolata dalla disponibilità dei substrati, 
dall’inibizione da prodotto, dall’inibizione da interme- 
di del ciclo e dall’effetto attivatorio del Ca2*. 

Diverse vie anaboliche utilizzano intermedi del ciclo 
dell’acido citrico come materiali di partenza. Queste so- 
stanze essenziali vengono rimpiazzate da reazioni ana- 
plerotiche di cui la principale è la sintesi di ossalaceta- 
to da piruvato e CO; da parte della piruvato carbossi- 
lasi. 
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Trasporto 

degli elettroni 
e fosforilazione 
ossidativa 


[844 | Nel 1789, Armand Seguin e Antoine Lavoisier 
(il padre della chimica moderna) scrissero: 


“..in generale, la respirazione non è altro che una len- 
ta combustione di carbone e idrogeno, che è completa- 
mente simile a quella che avviene in una lampada o 
in una candela accesa e quindi, da questo punto di 
vista, gli animali che respirano sono veri e propri cor- 
pi combustibili che bruciano e consumano se stessi’. 


In quel tempo Lavoisier dimostrò che gli animali vi- 


venti consumavano ossigeno e generavano anidride 
carbonica. Ma fu soltanto all’inizio del ventesimo se- 
colo, quando si arrivò all’enzimologia, che si poté sta- 
bilire, principalmente attraverso il lavoro di Otto 
Warburg, che le ossidazioni biologiche sono cataliz- 
zate da enzimi intracellulari. Come abbiamo visto, 
il glucosio viene ossidato completamente a CO, me- 
diante le reazioni enzimatiche della glicolisi e del ci- 
clo dell’acido citrico. In questo capitolo esamineremo 
il destino degli elettroni che sono stati sottratti al glu- 
cosio da questi processi ossidativi. 

L’ossidazione completa del glucosio da parte del- 
l’ossigeno molecolare è descritta dalla seguente equa- 
zione redox: 


CgH20g + 60, —> 6C0; + 6H,0 
AG°'=—2823 kJ- mol! 


Per osservare più chiaramente il trasporto degli elet- 


troni, questa espressione può essera divisa in due par- 
ti. Nella prima semi-reazione gli atomi di carbonio 
del glucosio vengono ossidati 


CgH1206 + 6H:0 —> 6C03+ 24H* + 24e° 


e nella seconda semi-reazione viene ridotto l’ossige- 
no molecolare: 


60,+24H* +24e7 —> 12H,0 


[845](346] 
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Figura 20.1 | siti di trasferimento degli elettroni al NAD* e al FAD 
nella glicolisi e nel ciclo dell'acido citrico. 


Negli organismi viventi, il processo di trasferimento 
degli elettroni che collega queste due semi-reazioni av- 
viene attraverso una via a molte tappe che cattura 
l’energia liberata per formare ATP. 

Le 12 coppie di elettroni coinvolte nell’ossidazione 
del glucosio non sono trasferite direttamente all’O;. 
Come abbiamo visto, vengono trasferite prima a coen- 
zimi generando 10 molecole di NADH e due di FADH; 
(Fig. 20.1) nelle reazioni catalizzate dall’enzima gli- 
colitico gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (paragra- 
fo 16.2F), dalla piruvato deidrogenasi (paragrafo 


19.2.) e dagli enzimi del ciclo dell’acido citrico isoci- 
trato deidrogenasi, a-chetoglutarato deidrogenasi, dal- 
la malato deidrogenasi e dalla succinato deidrogena- 
si (l’unico enzima che riduce il FAD) (paragrafo 19.3). 
Gli elettroni passano poi nella catena di trasporto de- 
gli elettroni, dove, mediante la riossidazione del NADH 
e del FADH,, partecipano a meccanismi ossidoridut- 
tivi sequenziali di almeno 10 centri, prima di ridurre 
l’ossigeno ad acqua. Durante questo processo, i pro- 
toni vengono espulsi dai mitocondri. L’energia libera 
conservata nel gradiente protonico che si viene a ge- 
nerare in questo modo guida poi la sintesi di ATP 
da ADP e P;, attraverso il processo che va sotto il no- 
me di fosforilazione ossidativa. La riossidazione 
di ogni molecola di NADH porta alla sintesi di tre 
molecole di ATP e la riossidazione del FADH; di due 


molecole di ATP e quando il glucosio viene ossidato ‘ 


completamente a CO, e H,0 si generano un totale 
di 38 molecole di ATP/molecola di glucosio. 

In questo capitolo esploreremo i meccanismi di tra- 
sporto degli elettroni e della fosforilazione ossidativa 
insieme alla loro regolazione. Iniziamo ora con una 
discussione sulla struttura dei mitocondri e sui loro 
sistemi di trasporto. 


1. IL MITOCONDRIO 


[845]Il mitocondrio (paragrafo 1.2A) è il sito del me- 
tabolismo ossidativo delle cellule eucariotiche. Esso 
contiene, come dimostrarono nel 1948 Albert Leh- 
ninger e Eugene Kennedy, gli enzimi che mediano 
questo processo, compresi la piruvato deidrogenasi, 
gli enzimi del ciclo dell’acido citrico, gli enzimi che 
catalizzano l’ossidazione degli acidi grassi (paragra- 
fo 23.2C) e gli enzimi e le proteine redox coinvolte 
nel trasporto degli elettroni e nella fosforilazione os- 
sidativa. Vi sono quindi buone ragioni per chiamare 
i mitocondri con il nome di «centrali energetiche» 
delle cellule. 


A. Anatomia dei mitocondri 


[846 ]I mitocondri variano considerevolmente per di- 
mensioni e forma, a seconda della fonte e dello stato 
metabolico. Essi sono di solito di forma ellissoidale 
con un diametro di circa 0,5um e una lunghezza 
di circa 1um (le dimensioni medie di un batterio; 
Fig. 20.2). Il mitocondrio è circondato da una mem- 
brana esterna liscia e contiene una membrana in- 
terna con molte invaginazioni. Il numero delle in- 
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\ Via di uscita 


Punto di equilibrio 


Attività delle vie di ingresso e di uscita 
del Ca?* (nmoli di CA?+ - min71. mg-!) 


0,5 1,0 2,0 
Concentrazione extramitocondriale di Ca?* (2) 


Figura 20.5 La regolazione della [Ca?+] citosolica. La via di efflusso 
opera a una velocità costante, indipendente dalla concentrazione di 
Ca?*, mentre l'attività della via di influsso varia con la [Ca?+]. AI 
punto di equilibrio (nelle condizioni intracellulari basali), l’attività delle 
due vie è uguale e non si ha un flusso netto di ioni Ca?*. Un au- 


mento della [CaZ*] genera un influsso netto di Ca?*, mentre una 


diminuzione della [Ca?*] porta a un efflusso netto. Entrambi gli ef- 
fetti tendono a rinormalizzare la concentrazione citosolica del Ca?*. 
(Fonte: NicHotts, D., Trends Biochem. Sci., 6, 37, 1981.) 


la di efflusso resta costante, determinando un aumen- 
to del Ca?* nei mitocondri e una diminuzione nel 
citosol, fino a raggiungere il punto di partenza. Al 
contrario, una diminuzione della concentrazione ci- 
tosolica del Ca?* riduce la velocità di influsso por- 
tando a un efflusso netto di Ca?* e la concentrazio- 
ne di Ca°* citosolica ritorna al punto di partenza. 


Sistemi citoplasmatici «navetta» (shuttle) 
«trasportano» il NADH attraverso 
la membrana mitocondriale interna 


[851] Anche se la maggior parte del NADH generato 
nell’ossidazione del glucosio viene formato nella ma- 
trice mitocondriale attraverso il ciclo dell’acido citri- 
co, quello formato nella glicolisi è invece localizzato 
nel citosol. La membrana mitocondriale interna man- 
ca però di un sistema di trasporto per il NADH. È pos- 
sibile trasportare nei mitocondri gli elettroni del NADH 
citosolico per mezzo di sistemi mavetta» (shuttle). Nello 
shuttle del glicerofosfato (Fig. 20.6) del muscolo ala- 
re degli insetti (il tessuto che produce la quantità più 
alta di energia in assoluto — circa la stessa quantità 
di energia prodotta dal motore di una piccola auto- 
mobile) la 3-fosfoglicerolo deidrogenasi catalizza l’os- 
sidazione del NADH citosolico usando il diidrossiace- 
tone fosfato e producendo NAD*, che rientra nella 
glicolisi. Gli elettroni del 3-fosfoglicerolo formatosi in 


questa reazione redox vengono trasferiti alla flavo- 
proteina deidrogenasi per formare FADH;. Questo 
enzima, situato sulla superficie esterna della membra- 
na mitocondriale interna, rifornisce di elettroni la ca- 
tena di trasporto degli elettroni in modo simile alla 
succinato deidrogenasi (paragrafo 20.2C). Lo shuttle 
del glicerofosfato porta alla sintesi di due molecole di 
ATP per ogni NADH citoplasmatico che viene riossidato. 

Lo shuttle del malato-aspartato (Fig. 20.7) dei 
sistemi dei mammiferi è più complesso, ma anche 
più efficiente dello shuttle del glicerofosfato. Il 
NAD* mitocondriale viene ridotto dal NADH cito- 
solubile mediante una riduzione intermedia e una 
successiva rigenerazione dell’ossalacetato. Questo pro- 
cesso avviene in due fasi di tre reazioni ciascuna: 


Fase A (trasporto degli elettroni nella matrice): 


1. II NADH viene riossidato dall’ossalacetato citoso- 
lico attraverso l’azione della malato deidrogenasi 
citosolica. 

2. Il trasportatore malato-a-chetoglutarato trasporta 
il malato formato nella reazione 1 nella matrice 
mitocondriale, scambiandolo con a-chetoglutarato. 

3. Nella matrice mitocondriale, viene rigenerato il 
NADH da NAD* mediante la riossidazione del 


Membrana 
mitocondriale 


Citosol _ interna _ Matrice 


fr, 


Diidrossiacetone 
fosfato 


ira 
c 

2 

H*+ NADH SHaoPos 


3-fosfoglicerolo 
deidrogenasi 


NAD* 


3-fosfoglicerolo 


Figura 20.6 Lo shuttle del glicerofosfato. Gli elettroni del NADH cito- 
solico sono trasportati alla catena di trasporto degli elettroni dei mito- 
condri in tre tappe (lo ione idruro che deve essere trasferito è in ros- 
so): (1) ossidazione citosolica del NADH mediante il diidrossiacetone 
fosfato catalizzata dalla 3-fosfogliceroio deidrogenasi. (2) Ossidazio- 
ne del 3-fosfoglicerolo da parte della flavoproteina deidrogenasi con 
riduzione del FAD a FADH). (3) Riossidazione del FADH, mediante 
la catena di trasporto degli elettroni. 


Li LL 


[852] 


Trasporto degli elettroni e fosforilazione ossidativa 


613 
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Figura 20.7 Lo shuttle malato-aspartato. Gli elettroni del NADH cito- 
solico sono trasferiti al NADH mitocondriale (lo ione idruro tasferito 
è in rosso) in tre tappe (da 1 a 3). Le tappe 4, 5 e 6 servono a rigenera- 
re l’ossalacetato citosolico. 


malato ad ossalacetato, catalizzata dalla malato dei- 
drogenasi mitocondriale (paragrafo 19.3H). 


‘’ Fase B (rigenerazione dell’ossalacetato citosolico): 


4. Una transaminasi (paragrafo 24.1A) converte l’os- 
salacetato mitocondriale in aspartato con la con- 
comitante conversione del glutammato in a-che- 
toglutarato. 

5. L’aspartato viene trasportato dalla matrice mito- 
condriale nel citosol dal trasportatore aspartato- 
malato in scambio con glutammato citosolico. 

6. L’aspartato citosolico è convertito in ossalacetato 
da una transaminasi, contemporaneamente alla 
conversione dell’a- chetoglutarato in glutammato. 


In questo sistema, gli elettroni del NADH citosolico 
sono trasferiti al NAD* mitocondriale, che viene poi 


riossidato dalla catena di trasporto degli elettroni. Lo 
shuttle del malato-aspartato determina quindi una 
resa di tre molecole di ATP per ogni coppia di elettro- 
ni trasferita, una in più di quelle dello shuttle del 
glicerofosfato. 


2. TRASPORTO DEGLI ELETTRONI 


[852 ] Nel processo di trasporto degli elettroni, l’ener- 
gia libera ricavata dal trasferimento degli elettroni 
dal NADH e dal FADH, all’ossigeno attraverso centri 
redox legati a proteine è accoppiato alla sintesi di ATP. 
Iniziamo lo studio di questo processo, prendendo in 
considerazione la sua termodinamica. Esamineremo 
la via seguita dagli elettroni attraverso i vari centri 
redox e discuteremo pure gli esperimenti che sono 
stati usati per identificare questi centri. Infine ana- 
lizzeremo i quattro complessi che formano la catena 
di trasporto degli elettroni. Nel prossimo paragrafo 
vedremo come l’energia libera rilasciata dal proces- 
so di trasporto degli elettroni è accoppiata alla sintesi 
di ATP. 
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si basa in gran parte sull’uso di inibitori specifici. 
Questa sequenza è stata confermata anche da misure 
dei potenziali di riduzione standard dei componenti 
redox dei vari complessi e determinando la stechio- 
metria del trasporto degli elettroni e della sintesi ac- 
coppiata di ATP. 

La velocità a cui viene consumato l’ossigeno da una 
sospensione di mitocondri è un indice di come sta 
funzionando la catena di trasporto degli elettroni. 
Questa velocità può essere valutata con un elettro- 
do ad ossigeno (Fig. 20.9). I composti che inibisco- 
no il trasporto degli elettroni, identificati dal loro ef- 
fetto sulla scomparsa dell’ossigeno in questo sistema, 
sono stati sonde sperimentali importantissime per sta- 
bilire la via seguita dagli elettroni attraverso la cate- 
na di trasporto e per determinare i punti di ingresso 
degli elettroni che derivavano da sostanze diverse. 
Tra questi composti i più utili furono il rotenone 
(una tossina delle piante che gli Indiani dell’Amaz- 
zonia usano per avvelenare i pesci e che può essere 
usata come insetticida), l’amytal (un barbiturico), 
l’antimicina A (un antibiotico) e il cianuro. 


OCHy 


CH30 


Rotenone 
.0. 
CHo—CHo— CH(CHg)g 
HN CHo—CHg 
53 “CEN 
(6) N (0) 
H 
Amytal Cianuro 
lo) (0) 
I 05 


C—NH cH, 
H3C 
OH a O—C—CHy—CH(CHg), 
NH— CHO lo) 


(0) (CHs)5 — CHg 
Antimicina A 
[858] L’esperimento viene condotto mettendo una so- 


luzione tamponata contenente un eccesso di ADP e 
P; nella vaschetta di reazione di un elettrodo a ossi- 


Vista di lato Vista dall’alto 


Catodo di platino 
—— & 


Fessura 
di uscita Fessura per 
delie bolle le bolle E” 
Camera di {ll Contenitore 
vetro per il-j ; | di lucite 
campione |! 3 
di ll cilindro di plastica 
3 È | epossidica 


Membrana di Teflon 
permeabile all’O9 
Agitatore magnetico 


Campione . | 


Figura 20.9 L’elettrodo ad ossigeno è costituito da un elettrodo di 
riferimento ad Ag/AgcCI e da un elettrodo di platino entrambi immersi 
in una soluzione di KCI, in contatto con la camera del campione 
mediante una membrana di Teflon permeabile all’ossigeno. L’O, vie 
ne ridotto ad H30 all’elettrodo di Pt, generando un voltaggio rispet- 
to all’elettrodo ad Ag/AgCI proporzionale alla concentrazione dell’os- 
sigeno nella camera del campione. (Fonte: CooPER, T.G., The tools 
of biochemistry, p. 69, Wiley, 1977.) 


geno e lasciandola equilibrare con l’Oy. Vengono poi 
iniettati nella camera i reagenti e viene misurato il 
consumo di ossigeno (Fig. 20.10). In queste condizio- 
ni sperimentali: 


1. Vengono iniettati nella camera mitocondri e f- 
idrossibutirrato. I mitocondri producono un’os- 
sidazione NAD* dipendente del 8-idrossibutirra- 
to (paragrafo 23.3). 


da 
CH3—CH—CH,—C03 


B-idrossibutirrato 


+ 
NAD B-idrossibutirrato 
NADH + Hò deidrogenasi 


Î 
. Acetoacetato 


Man mano che il NADH viene riossidato nella ca- 
tena di trasporto degli elettroni e questi arrivano 
all’accettore finale, la concentrazione di ossigeno 
nella miscela di reazione diminuisce. 

2. L’aggiunta di rotenone o di amytal blocca com- 
pletamente l’ossidazione del f8-idrossibutirrato. 

3. L’aggiunta di succinato, che viene ossidato via 
‘FAD, determina una ripresa del consumo di ossi- 
geno. Gli elettroni presenti sul FADH; possono 
quindi fluire e ridurre l’ossigeno anche in pre- 
senza di rotenone; cioè, gli elettroni staccati dal 
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; Mitocondri + aggiunta di f-idrossibutirrato, 
comincia l'ossidazione NAD+ dipendente 


Aggiunta di rotenone o di Amytal, con 
inibizione dell'ossidazione NAD+ dipendente 


1 Aggiunta di succinato, inizia 
\ tu". FAD dipendente 


Aggiunta di antimicina A, con inibi- 
N zione dell'ossidazione FAD dipendente 


ì Aggiunta di TMPD/ascorbato, 


x 
i) x 1 3 Ò 
us & l'ossidazione riprende 
\ 


[07] 


Aggiunta di CN7, 
l'ossidazione termina 


t] 


x 


Tempo 


Figura_20.10 Variazioni della concentrazione di ossigeno (valutate ‘ 


con l'elettrodo ad ossigeno) in una sospensione di mitocondri conte- 
nente un eccesso di ADP e P;. Ai punti indicati dai numeri, sono 
stati iniettati nella camera del campione i reagenti riportati nella figu- 
ra. | numeri si riferiscono alla discussione nel testo. (Fonte: NicHotts, 
D.G., Bioenergetics, p. 110, Academic Press, 1982.) 


FADH», entrano nella catena di trasporto degli 
elettroni dopo la tappa bloccata dal rotenone. 

4. L’aggiunta di antimicina A inibisce il trasporto 
degli elettroni dal FADH;. 

5. Anche se NADH e FADH); sono i due donatori 
di elettroni fisiologici della catena di trasporto de- 
gli elettroni, possono essere utilizzati anche agen- 
ti riducenti non fisiologici per identificare tappe 
del flusso di elettroni. La tetrametil-p-fenilen- 
diammina (TMPD) è un trasportatore redox ri- 
ducibile dall’ascorbato che trasferisce direttamente 
gli elettroni al citocromo c. 


Hg3C CH HO—-CH 
N pata STO 
N N* + HO—-C (0) 
/ \ | 
H3C CHz H >) 
HO OH 
Tetrametil-p-fenilendiammina Acido ascorbico 


(TMPD), forma ossidata 


H3C CH: HO—- 
» \ / 3 (6) CHa lo) 
HN NH* + HO-C (0) 
/ \ I 
H3C CHg H 
O. 0 
TMPD, forma ridotta Acido deidroascorbico 


Le aggiunte di TMPD e di ascorbato alla miscela 
di reazione inibita dall’antimicina A ripristina il 
consumo di ossigeno; evidentemente vi è un terzo 


Componente E° (V) 
NADH — 0,315 
Complesso 1 (NADH-CoQ reduttasi; 850 kD, 26 subunità): 
(FMN) ? 
(Fe-S-1a — 0,380 
(Fe-S)-1b — 0,250 
(Fe-S)-2 —0,030 
(Fe-S)-3,4 — 0,245 
(Fe-S)-5,6 — 0,270 
Succinato 0,030 
Complesso Il (succinato-CoQ reduttasi; 127 kD, 5 subunità) 
FAD — 0,040 
(Fe-S)S-1 — 0,030 
(Fe-5)S-2- — 0,245 
(Fe-S)S-3 0,060 
Citocromo bsgo — 0,080 
Coenzima Q 0,045 
. Complesso Ill (CoQ-citocromo c reduttasi; 280 kD, 10 subunità) 
Citocromo by 0,030 
Citocromo br -0,030 
(Fe-S) 0,280 
Citocromo ci 0,215 
Citocromo c 0,235 


Complesso IV (citocromo c ossidasi; 160-170 kD, 7-8 subunità) 


Citocromo a 0,210 
Cuy 0,245 
Cug 0,340 
Citocromo a3 0,385 
O. 0,815 


Fonte: Wilson, D.F., ErEcINsKA, M. e DUTTON, P.L., Annu. Rev. Biophys. Bioeng., 
3, pp. 205 e 208, 1974, Witson, D.F., in Brrrar, E.E., (curatore), Membrane 
structure and function, Vol. 1, p. 160, Wiley, 1980. 


punto in cui possono entrare gli elettroni e rag- 
giungere la catena di trasporto degli elettroni. 
6. L’aggiunta di CN inibisce completamente l’os- 
sidazione di tutti e tre i donatori di elettroni e 
quindi in questo caso la catena viene bloccata do- 
po il terzo punto di ingresso degli elettroni. 


Esperimenti come questo stabilirono l’ordine con cui 
gli elettroni attraversano i complessi della catena di 
trasporto degli elettroni e le posizioni bloccate dai 
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[861][862 [863] 


gruppi prostetici con proprietà redox e con poten- 
ziali di riduzione in scala (Tabella 20.1). I complessi 
si possono spostare lateralmente nella membrana mi- 
tocondriale interna; non sembra però che formino 
nessun tipo di struttura superiore stabile. Inoltre essi 
non sono presenti in quantità equimolari. Nei para- 
grafi seguenti esamineremo la struttura di questi com- 
plessi e gli agenti che trasferiscono gli elettroni tra 
loro. La Figura 20.13 è una rappresentazione sche- 
matica di questo processo. 


1. Il Complesso I (NADH-coenzima @ reduttasi) 


[861]Il Complesso I passa gli elettroni dal NADH al 
CoQ. Questo complesso, che probabilmente è il com- 
ponente proteico più grande della membrana mito- 
condriale interna (850 kD), contiene una molecola di 
flavin mononucleotide (FMN; un gruppo prosteti- 
co redox che differisce dal FAD in quanto manca 
del gruppo AMP) e sei o sette centri ferro-zolfo che 
partecipano al trasporto degli elettroni (Tabella 20.1). 


I centri ferro-zolfo 
sono attivi nelle reazioni redox 


[862 ] Si conoscono tre tipi di centri ferro-zolfo pre- 
senti come gruppi prostetici nelle proteine ferro- 
zolfo (proteine con un atomo di ferro non inserito 
in un gruppo eme): 


Cys 


[2Fe-2S] 
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[4AFe-4S] 


I due tipi più comuni, chiamati centri [2Fe-2S] op- 
pure [4Fe-4S], sono costituiti da un ugual numero 
di ioni di ferro e di zolfo e sono coordinati a quattro 
gruppi sulfidrilici di residui di Cys della proteina. 
Un sistema per identificare questi centri sfrutta il 
fatto che i loro ioni solfuro sono acido-labili e vengo- 
no rilasciati sotto forma di HS a pH vicino a 1. Il 
centro [Fe-S], che è stato trovato soltanto nei batte- 
ri, è costituito da un singolo atomo di Fe legato a 
quattro residui di Cys. Notate che gli atomi di Fe 
in tutti i tre tipi di centri sono coordinati da quattro 
atomi di S disposti in modo più o meno tetraedrico 
intorno al Fe. (È stato trovato in una specie batterica 
un centro [3Fe-4S], che ricorda il centro [4Fe-4S], 
ma manca di un atomo di ferro.) Gli stati ossidati 
e ridotti di tutti i centri ferro-zolfo differiscono per 
una carica formale indipendentemente dal numero dei 
loro atomi di ferro. Gli atomi di Fe in ogni centro 
formano un sistema coniugato e quindi possono ave- 
re stati di ossidazione tra +2 e +3, valori possibili 
per qualsiasi atomo di Fe del sistema. 

Le proteine ferro-zolfo sono presenti anche nelle 
catene di trasporto degli elettroni dei sistemi fotosin- 
tetici delle piante e dei batteri (paragrafo 22.2): si pen- 
sa, infatti, che le catene di trasporto degli elettroni 


fotosintetiche siano i precursori evoluzionari della ca- 


tena ossidativa di trasporto degli elettroni (paragrafo 
1.4C). La struttura ai raggi X di una proteina ferro- 
zolfo, la ferrodossina, che contiene due centri 
[4Fe-4S], ha rivelato come questi centri sono legati 
alla catena polipeptidica (Fig. 20.14). 


1 coenzimi del Complesso I 


[863]Il FMN e il CoQ, i coenzimi del Complesso I, 
possono adottare tre stati di ossidazione (Fig. 20.15). 
Anche se il NADH può partecipare soltanto a reazio- 
ni in cui vengono trasferiti due elettroni per volta, 
sia l’FMN che il CoQ sono in grado di accettare € 
di donare sia uno che due elettroni, in quanto la loro 


Ferrodossina 


(a) CH30P05" 


Flavin mononucleotide (FMN) 
(forma ossidata o chinonica) 


| Ho] 
Ù 
H3C Ji 
I 
H (0) 
FMNH - (forma semichinonica o radicale) 


(een 


FMNH»; (forma idrochinonica o ridotta) 
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< Figura 20.14 La struttura della ferrodossina da Peptococcus aeroge- 
nes, una proteina di 54 residui contenente due centri [4Fe-4S] (in 
rosso). (Tratta da un disegno fornito da Jane Richardson, Duke Uni- 
versity. La struttura ai raggi X è stata determinata da Elinor Adman, 
Larry Sieker e Lyle Jensen.) 


Figura 20.15 Gli stati di ossidazione del FMN (a) e del CoQ (b). 
Questi due coenzimi formano radicali liberi semichinonici stabili. 
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Figura 20.18 La possibile struttura secondaria del citocromo b mito- 
condriale basata sulla sequenza amminoacidica di diverse specie. Il 
polipeptide ha nove zone con amminoacidi non polari che possono 
formare eliche transmembrana (indicate dai cilindri). | residui inva- 
rianti di His nelle posizioni 96 e 183, come quelle 82 e 198, formano 
i ligandi assiali per i due gruppi eme della proteina, generando anche 
ponti tra l'elica Il e l'elica V. (Fonte: BARBER, ]. Trends Biochem. Sci., 
9, p. 210, 1984.) 


cromi a e b, entrambi i ligandi sono residui di His, 
mentre nel citocromo c, uno è un residuo di His e 
l’altro è un residuo di Met (Fig. 20.17b). 

Il Complesso III è disposto asimmetricamente nella 
membrana mitocondriale interna, come si è osserva- 
to con diversi studi di marcatura chimica. Sia il cito- 
cromo ci che la proteina con ferro non eminico 
(spesso chiamata proteina ferro-zolfo di Rieske, 
scoperta appunto da John Rieske) sono localizzati sulla 
superficie esterna della membrana mitocondriale, 
mentre il citocromo b è una proteina transmembra- 
na. Il citocromo b è una proteina particolarmente in- 
teressante in quanto contiene entrambi i gruppi eme 
tipo b, il bse2 ed il bsge, associati ad una singola cate- 
na polipeptidica. 

Poiché sono già state determinate le strutture di 
proteine integrali di membrana, alcuni studiosi han- 
no tentato di predire la struttura grossolana di que- 


ste proteine dalla loro sequenza amminoacidica. La 
sequenza del citocromo b, che è codificato dal DNA 
mitocondriale, è stata dedotta dalla sequenza di basi 
del suo DNA (paragrafo 30.1E). Le catene polipepti- 


diche di diverse specie sono costituite da 380-385 re-- 


sidui e presentano numerose omologie. Esse conten- 
gono nove sequenze di circa 20 residui amminoaci- 
dici quasi esclusivamente idrofobici che possono for- 
mare eliche stabili che attraversano il doppio strato 
lipidico della membrana. Quindi è presumibile che 
la catena polipeptidica del citocromo b attraversi la 
membrana 9 volte (Fig. 20.18). Si pensa che i due 
gruppi eme siano coordinati a 4 residui di His inva- 
rianti, localizzati nelle eliche II e V, nelle posizioni 
82 e 198 (elica II), e 96 e 183 (elica V). Tra gli aspetti 
principali rivelati da questa struttura, vi è anche un’i- 
potesi sul meccanismo con cui il Complesso III pre- 
serva l’energia libera del trasferimento degli elettro- 
ni dal CoQ al citocromo c per la sintesi di ATP. 


4. Il citocromo c 


[867] Il citocromo c è una proteina periferica di mem- 
brana la cui struttura cristallina è ormai nota (Fig. 
8.13c), legata alla superficie esterna della membrana 
mitocondriale interna. Il citocromo c si lega alternati- 


868 
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vamente al componente citocromo ci del Complesso 


II e alla citocromo c ossidasi (Complesso IV) e quindi : 


funziona da navetta (shuttle) per gli elettroni tra que- 
ste strutture. I gruppi eme allo stato ridotto sono en- 
tità altamente reattive; essi possono trasferire i loro 
elettroni a distanze di 10-20 À a velocità fisiologica- 
mente significative. In un certo senso, i citocromi han- 
no la funzione opposta a quella degli enzimi: invece 
di persuadere molecole poco reattive a reagire, devo- 
no impedire ai loro gruppi eme di trasferire gli elet- 
troni in modo non specifico ad altri componenti cel- 
lulari. È probabilmente per questo motivo che i grup- 
pi eme sono completamente circondati dalla protei- 
na. I citocromi devono quindi, per avere un corretto 
trasferimento degli elettroni, identificare il giusto ac- 
cettore. 


Struttura del sito di legame 
e trasporto degli elettroni 


[868] Il sito di legame del citocromo c coinvolge di- 
versi residui invarianti di Lys disposti ad anello in- 
torno al bordo del gruppo eme che è però immerso 
nella molecola (Fig. 20.19). Questo sito di legame è 


Figura 20.19 Diagramma a nastro del citocromo c, che mostra le 
posizioni dei residui di Lys coinvolti nella formazione dei complessi 
con la citocromo c ossidasi o con la citocromo reduttasi, identificate 
da studi con modificazioni chimiche. Le sfere blu rappresentano le 
posizioni di residui di Lys fortemente protetti dall’acetilazione con 
anidride acetica dall’associazione con la citocromo c ossidasi o redut- 
tasi. Le sfere azzurre rappresentano invece residui di Lys meno protet- 
ti dall'interazione tre le due proteine. Notate che questi residui di 
Lys formano un anello. interno al bordo della sacca del gruppo eme 
(la barra rossa). (Fonte: MAtHEWS, F.S., Prog. Biophys. Mol. Biol., 45, 
P. 45, 1986.) 


stato identificato mediante marcatura differenzia- 
le: il trattamento del citocromo c con anidride aceti- 
ca (che acetila i residui di Lys) in presenza ed in as- 
senza di citocromo cy ha dimostrato che il citocro- 
mo Cc; protegge completamente questi residui di Lys. 
La reattività degli altri residui di Lys del citocromo 
c distanti dal bordo della sacca dell’eme non viene 
alterata dalla formazione del complesso. Identici ri- 
sultati sono stati ottenuti sostituendo il citocromo c; 
con la citocromo c ossidasi. Entrambe le proteine han- 
no quindi siti con cariche negative disposte in modo 
complementare all’anello di cariche positive dei resi- 
dui di Lys sul citocromo c (vedi più avanti). 

Il meccanismo di trasferimento degli elettroni tra 
le proteine e la funzione della proteina in questo pro- 
cesso sono ancora oggi oggetto di studio. Thomas Pou- 
los e Joseph Kraut hanno proposto un modello di tra- 
sferimento degli elettroni piuttosto complicato, basa- 
to sulle strutture cristalline note del citocromo c e 
della citocromo c perossidasi di lievito (CCP). La 
CCP, una proteina che contiene un gruppo eme, ca- 
talizza la riduzione di idroperossidi organici (ROOH) 
in un ciclo di reazione a tre tappe che porta all’ossi- 
dazione di due molecole di citocromo c: 


CCP +ROOH+2H* —=> CCP(1)+ROH+H,0 
CCP() + cit c (Fe?+) —> CCP(M+cit c (Fe3+) 
CCP(I1) + cit c (Fe?+) —> CCP+cit c (Fe3+) 


In queste reazioni, CCP(I) rappresenta uno stato ossi- 
dato generato mediante la rimozione di due elettro- 
ni e CCP(II) rappresenta invece uno stato di ossida- 
zione con in gioco un solo elettrone. 

I modelli atomici della CCP e del citocromo c di 
lievito (che sono molto simili a quello del citocromo 
c di tonno; paragrafo 8.3A) si adattano molto bene 
tra loro. Una proprietà a conferma della formazione 
di questo ipotetico complesso è data dalla presenza 
di un anello di cariche negative formate da residui 
di Asp, che come abbiamo postulato prima, si asso- 
ciano in modo complementare con l’anello di residui 
di Lys carichi negativamente che circonda il bordo 
esposto della tasca dell’eme. Di particolare interesse 
meccanicistico è il fatto che i gruppi eme, che si av- 
vicinano fino ad una distanza di circa 18 À (la più 
piccola possibile senza avere profonde variazioni con- 
formazionali nelle proteine) si dispongono parallela- 
mente l’uno rispetto all’altro, come pure gli anelli 
dell’His 181 della CCP e della Phe 82 del citocromo 
c (Fig. 20.20). L’His 181 della CCP è anche coinvolta 
in un reticolo di legami idrogeno tra il gruppo pro- 
pionico dell’eme, l’Arg 48 e l’Asp 37, uno dei residui 
che si pensa formimo l’interfaccia CCP-citocromo c. 
Poulos e Kraut hanno proposto che questi quattro 
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le ipotesi che sono state formulate per spiegare l’ac- 

coppiamento energetico del trasporto degli elettroni 

alla sintesi di ATP. Vedremo di esplorare i meccani- 
. smi di accoppiamento che sembrano avere più sup- 
porti sperimentali e analizzeremo il meccanismo con 
cui l’ATP sintasi produce lATP; alla fine discutere- 
mo come sono accoppiati i due processi. 


A. Ipotesi dell’accoppiamento energetico 


[871]Nei circa cinquant’anni di studi sul trasporto 
degli elettroni e sulla fosforilazione ossidativa sono 
stati proposti numerosi meccanismi per spiegare co- 
me si accoppiano questi processi. Nei paragrafi se- 
guenti esamineremo i meccanismi che hanno rice- 
vuto in questi anni una maggiore attenzione: 


1. Ipotesi dell’accoppiamento chimico 


[872 ] Nel 1953, Edward Slater formulò l’ipotesi del- 
l’accoppiamento chimico, in cui propose che il tra- 
sporto degli elettroni potesse produrre intermedi reat- 
tivi la cui demolizione guidava la fosforilazione ossi- 
dativa. 

Abbiamo visto che un meccanismo di questo tipo 
è responsabile della produzione di ATP nella glicoli- 
si (paragrafi 16.2F e 16.2G). L’ossidazione esoergoni- 
ca della gliceraldeide-3-fosfato da parte del NAD+ 
genera 1°1,3-bisfosfoglicerato, un acil fosfato reattivo 
(«ad alta energia»), il cui gruppo fosforico viene poi 
trasferito all’ADP per formare ATP nella reazione 
della fosfoglicerato chinasi. 

Non sembra possibile che un meccanismo di que- 
sto genere possa operare nella fosforilazione ossida- 
tiva, in quanto non è stato possibile trovare un inter- 
medio reattivo appropriato, anche se per anni nu- 
merosi laboratori hanno cercato di identificarlo, sen- 
za ovviamente alcun successo. 
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2. Ipotesi dell’accoppiamento conformazionale 


[873]L'’ipotesi dell’accoppiamento conformazio- 
nale, che Paul Boyer formulò nel 1964, propone che 
il trasporto degli elettroni induca le proteine presen- 
ti sulla membrana mitocondriale interna ad assume- 
re stati conformazionali «attivati» o «energizzati». Que- 
ste proteine sono associate in qualche modo alla ATP 
sintasi e il loro rilassamento nello stato conformazio- 
nale deattivato favorisce la sintesi di ATP. Come per 
l’ipotesi dell’accoppiamento chimico, anche quella del- 
l’accoppiamento conformazionale non ha molte pro- 
ve sperimentali a favore. Una forma diversa di ac- 
coppiamento conformazionale è probabilmente coin- 
volta nella sintesi di ATP (paragrafo 20.3C). 


3. Ipotesi chemiosmotica 


[874]L’ipotesi chemiosmotica, proposta da Peter 
Mitchell, ha suscitato notevoli controversie, come pure 
nuove ricerche, ma ora appare il modello che meglio 
si adatta alle prove sperimentali. Esso postula che /’e- 
nergia libera del trasporto degli elettroni venga con- 
servata pompando ioni H* dalla matrice mitocon- 
driale nello spazio intermembrana, in modo da crea- 
re un gradiente elettrochimico di ioni H* attraverso 
la membrana mitocondriale interna. Il potenziale elet- 
trochimico di questo gradiente è sufficiente a sintetiz- 
zare ATP (Fig. 20.22). 

Con l’ipotesi chemiosmotica è possibile spiegare di- 
verse osservazioni sperimentali: 


Figura 20.22 L'accoppiamento del trasporto degli elettroni (freccia 
verde) con la sintesi di ATP mediante la generazione di un gradiente 
elettrochimico protonico attraverso la membrana mitocondriale inter- 
na. Gli ioni H* sono pompati fuori dai mitocondri durante il tra- 
sporto degli elettroni (frecce blu) e il loro rientro esoergonico nella 
matrice mitocondriale favorisce la sintesi di ATP (freccia rossa). 
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(a) La fosforilazione ossidativa richiede che la mem- 
brana mitocondriale interna sia intatta. 

(b) La membrana mitocondriale interna è impermea- 
bile agli ioni come l’H*, l’OH-, il K+ e il CI-, 
la cui diffusione libera potrebbe scaricare un gra- 
diente elettrochimico. 

(c) Il trasporto degli elettroni genera un flusso di 
ioni H* verso l’esterno dei mitocondri, creando 
quindi un gradiente elettrochimico misurabile at- 
traverso la membrana mitocondriale interna. 

(d) I composti che aumentano la permeabilità della 
membrana mitocondriale interna ai protoni, e 
quindi dissipano il gradiente elettrochimico, non 
alterano il trasporto degli elettroni (dal NADH 
all’ossidazione del succinato), ma inibiscono la sin- 
tesi dell'ATP; cioè queste sostanze disaccoppiano 
il trasporto degli elettroni dalla fosforilazione os- 
sidativa. Al contrario, aumentando l’acidità all’e- 
sterno della membrana mitocondriale interna si 
ha una stimolazione della sintesi di ATP. 


Nella parte restante di questo paragrafo esaminere- 
mo i meccanismi mediante i quali il trasporto degli 
elettroni genera la traslocazione dei protoni e come 
un gradiente elettrochimico può interagire con lATP 
sintasi e determinare la formazione di ATP. 


B. Generazione del gradiente protonico 


[873] Come vedremo, il trasporto degli elettroni indu- 
ce i Complessi I, II e IV a trasportare protoni attra- 
verso la membrana mitocondriale interna dalla ma- 
trice, una regione con una concentrazione di ioni H+ 
bassa e un potenziale elettrico negativo, allo spazio 
intermembrana (che è invece in contatto con il cito- 
sol), una regione con una concentrazione di ioni H* 
elevata e che presenta un potenziale elettrico positivo 
(Fig. 20.13). L’energia libera sequestrata dal risultan- 
te gradiente elettrochimico (che in analogia con il ter- 
mine forza elettromotrice, fem, viene detto forza 
motrice protonica (fmp) viene poi riversata nella 
sintesi di ATP. 


La traslocazione dei protoni 
è un processo endoergonico 


[876]La variazione di energia libera che si ha nel 
trasportare un protone fuori dal mitocondrio contro 
un gradiente elettrochimico, è espressa dall’equazio- 
ne [18.3], che nei termini di pH, è 


AG=2,3 RT [pH (dentro)- pH (fuori)l+Z7Ay [20.1] 


dove Z è la carica sul protone (incluso il segno), F 
è la costante di Faraday e Ay è il potenziale di mem- 
brana. Per convenzione, il segno di Ay è positivo 
quando uno ione viene trasportato da un potenziale 
negativo ad uno positivo. Poiché il pH (fuori) è mino- 
re del pH (dentro), l’esportazione di un protone dalla 
matrice mitocondriale (contro un gradiente di proto- 
ni) è un processo endoergonico. Inoltre, il trasporto 
di protoni fuori dalla matrice rende la superficie in- 
terna della membrana mitocondriale interna più ne- 
gativa della superficie esterna. Il trasporto verso l’e- 
sterno di uno ione positivo è di conseguenza associa- 
to con un Ay positivo e con un aumento dell’energia 
libera (processo endoergonico), mentre il trasporto 
all’esterno di uno ione negativo porta a risultati esat- 
tamente opposti. 

Quando si vuole specificare un potenziale di mem- 
brana, è sempre necessario descrivere la polarità della 
membrana. 

Il potenziale di membrana misurato attraverso la 
membrana interna di un mitocondrio di fegato, per 
esempio, è pari a 0,168 V (che corrisponde ad un 
campo elettrico di circa 210 000 V - cm7! attraverso 
uno spessore di circa 80 À). Il pH della sua matrice 
è 0,75 unità più alto di quello dello spazio intermem- 
brana. Il AG per il trasporto dei protoni fuori dalla 
matrice mitocondriale corrisponde a 21,5 kJ- mol7!. 


Per la sintesi di una molecola di ATP 


è necessario il passaggio di due o tre protoni 


[877]L’energia libera per la sintesi di una molecola 
di ATP, calcolata in condizioni fisiologiche (tra i 40 
ed i 50 kJ- mol!) è troppo grande perché sia forni- 
ta dal passaggio di un singolo protone di nuovo nella 
matrice: sono necessari almeno due protoni. È diffi- 
cile valutare questo numero con precisione, in parte 
perché i protoni trasportati tendono a riattraversare 
la membrana mitocondriale. Il valore medio calcola- 
to è circa due o tre protoni che devono ritornare in- 
dietro per ogni molecola di ATP prodotta. 


Sono stati proposti due meccanismi 


di trasporto degli elettroni 


[878] Tre dei quattro complessi che trasportano gli 
elettroni, i Complessi I, III e IV, sono anche coinvolti 
nella traslocazione dei protoni. Sono stati postulati 
due meccanismi per accoppiare l’energia libera del 
trasporto degli elettroni al trasporto attivo dei proto- 
ni: il meccanismo dei cicli redox e il meccanismo 
delle pompe protoniche. 
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È possibile distinguere sperimentalmente 
tra i vari meccanismi di trasporto dei protoni 


[881]Se il gradiente elettrochimico attraverso la 
membrana mitocondriale è stato generato da una 
pompa protonica simile alla batteriorodopsina, la ste- 
chiometria del trasporto dipenderà dal numero di 
gruppi a cui viene variato il valore di pK passando 
dalla conformazione ossidata a quella ridotta e dal- 
l'ampiezza di queste variazioni di pK. Il meccanismo 
dei cicli redox richiede invece che venga traslocato 
un protone per ogni elettrone trasferito dal Complesso 
I oppure, nel caso del Complesso III, che vengano 
traslocati due protoni per ogni elettrone in transito, 
se viene utilizzato il ciclo del CoQ, (Non vi sono tra- 
sportatori (H* +e7) nel Complesso IV e quindi non 
è possibile che vi operi un meccanismo di cicli re- 
dox.) Dovrebbe essere possibile distinguere tra cicli 
redox e pompe protoniche se fosse noto il rapporto 
tra protoni traslocati ed elettroni trasportati. Poiché 


Membrana 
esterna 


er 


Sonicazione 
TT] EL 


Membrana 
interna 


sono tre i complessi che traslocano i protoni, esiste 
anche la possibilità che meccanismi diversi possano 
operare in punti diversi della catena respiratoria. Que- 
sta situazione piuttosto complicata è ancora oggetto 
di studio in numerosi laboratori. 


Figura 20.27 Fotografie al microscopio elettronico, accompagnate dai 
loro disegni interpretativi (in basso) della membrana mitocondriale 
a vari stadi di preparazione: (a) le creste di un mitocondrio intatto 
in cui sono visibili i «pomelli» Fj che si estendono dalla membrana 
verso la matrice. (Fonte: PARsoN, D.F., Science, 140, p. 985, 1963.) 
Copyright © 1963 American Association for Advancement of Scien- 
ce. Con permesso di riproduzione.) (b) Particelle submitocondriali 
in cui sono visibili le proiezioni F. Le particelle submitocondriali 
sono state preparate mediante sonicazione (rottura con ultrasuoni) della 
membrana mitocondriale interna. (Per gentile concessione di Efraim 
Racker, Cornell University.) (0) Particelle submitocondriali dopo trat- 
tamento con urea. (Per gentile concessione di Efraim Racker, Cornell 
University.) 
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C. Meccanismo di sintesi dell'ATP 


[882 ] L’energia libera del gradiente elettrochimico pro- 
tonico generato attraverso la membrana mitocondriale 
viene utilizzata per la sintesi di ATP da parte del- 
l’ATP sintasi capace di traslocare protoni (detta 
anche ATPasi che pompa protoni oppure 
FoF:-ATPasi). Nei sottoparagrafi seguenti analizze- 
remo la struttura e la localizzazione di questa ATP 
sintasi e il meccanismo con cui utilizza il flusso pro- 
tonico per la sintesi di ATP. Come molti altri aspetti 
della fosforilazione ossidativa, questo meccanismo non 
è ancora stato chiarito completamente ed è oggetto 
di ricerche approfondite. 


L’ATP sintasi che trasloca i protoni 
è una proteina transmembrana multisubunità 


[883] L’ATP sintasi che trasloca i protoni è la struttu- 
ra più complessa della membrana mitocondriale in- 
terna. Essa contiene due sottostrutture principali e 
numerose subunità diverse (Tabella 20.2). Le fotogra- 
fie al microscopio elettronico dei mitocondri metto- 
no in evidenza strutture simili a pomelli disposti sul- 
la superficie della membrana mitocondriale interna 
che guarda la matrice (Fig. 20.27a). Strutture simili 
sono state riscontrate anche sulla superficie interna 
della membrana plasmatica dei batteri. La sonicazio- 
ne della membrana mitocondriale interna produce 
vescicole sigillate, particelle submitocondriali, che 
hanno i «pomelli» (Fig. 20.27b) rivolti verso l’esterno 
e che possono portare avanti la sintesi di ATP. 
Efraim Racker scoprì che l’ATP sintasi che trasloca 
protoni presenti sulle particelle submitocondriali è 
composta da due unità funzionali, dette Fo e F1. Fo 
è una proteina transmembrana insolubile in acqua 
costituita da quattro o cinque subunità che conten- 
gono un canale per la traslocazione dei protoni. Fi 
è una proteina periferica solubile in acqua, composta 
da cinque tipi di subunità, che si dissocia facilmente 
dalla sottostruttura Fo mediante trattamento con 
urea. Le particelle submitocondriali, a cui sono state 
rimosse le sottostrutture F; con trattamento in urea, 
non presentano più nelle fotografie al microscopio 
elettronico le caratteristiche formazioni a «pomelli» 
(Fig. 20.270) e hanno contemporaneamente perso la 
capacità di sintetizzare ATP. Se, però, la sottostrut- 
tura F; viene riaggiunta alle vescicole che conten- 
gono soltanto Fo, le particelle submitocondriali riac- 
quistano la capacità di sintetizzare ATP e presenta- 
no di nuovo i «pomelli». Quindi possiamo concludere 
che i «pomelli» sono le particelle FoF;. Le fotografie 
al microscopio elettronico di particelle FoF; mostra- 


Composizione . 
Componente in pisana Funzione 
FI az B3YS e B contiene il sito 
dell'ATP sintasi; è 
forma la parte di 
accoppiamento 
del canale 
protonico Fo con 
F 
Fo 4-5 tipi di subunità, L’oligomero 
comprese 6-10 proteolipidico che 
copie del lega il DCCD 
proteolipide che forma il canale 
lega il DCCD protonico 
Stelo Una copia ciascuna Necessario per legare 
OSCP e di Fg Foa fi 
Polipeptidi IF, Inibisce l’idrolisi di 
associati ATP; si lega alla 
subunità 8 di F, 
Fa 


* Massa molecolare totale=450 kD. 


no chiaramente la forma bilobata della struttura e 
lo stelo di circa 50 À che collega Fo ed Fi (Fig. 20.28). 
Lo stelo è composto da due proteine, la proteina che 
conferisce la sensibilità all’oligomicina (OSCP) 
ed il fattore di accoppiamento 6 (Fg). 

I siti catalitici per la sintesi di ATP nella sottostrut- 
tura F; sono contenuti nelle subunità 8 di questa 
proteina multimerica a383yde. 
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Figura 20.30 Gli ionofori che trasportano protoni come il DNP e 
il FCCP disaccoppiano la fosforilazione ossidativa dal trasporto degli 
elettroni, scaricando il gradiente elettrochimico protonico generato 
dallo stesso trasporto degli elettroni. 


‘senza tener conto degli avvertimenti degli scienziati 
di Stanford, alcuni medici intraprendenti cominciaro- 
no a somministrare il dinitrofenolo a pazienti obesi 
senza le opportune precauzioni. I risultati furono im- 
pressionanti. Sfortunatamente in alcuni casi il tratta- 
mento eliminò non soltanto il grasso ma anche i pa- 
zienti e alcuni di questi casi fatali furono riportati nel 
Giornale dell’Associazione Medica Americana nel 1929. 
Ciò scoraggiò i medici a continuare...’ 


Il disaccoppiamento controllato 
dagli ormoni nel tessuto adiposo bruno 
serve a produrre calore 


[886] La dissipazione di un gradiente elettrochimico, 
che è stato generato dal trasporto degli elettroni, di- 
saccoppiato dalla sintesi di ATP produce calore. La 
generazione di calore è una funzione fisiologica del 
tessuto adiposo bruno (grasso bruno). Questo tes- 
suto, diversamente dal tessuto adiposo normale (bian- 


Citosol 
pH basso 


co), contiene invece che grandi quantità di triacilgli- 
ceroli un gran numero di mitocondri, i cui citocromi 
determinano il suo colore scuro. I neonati di mam- 
miferi senza pelo, come gli uomini, e gli animali che 
vanno in ibernazione contengono sul collo e tra le 
scapole grasso bruno che funziona nella termoge- 
nesi non da brividi come «una coperta riscaldante» 
biologica. (Anche l’idrolisi di ATP che avviene du- 
rante la contrazione muscolare provocata dai brivi- 
di, oppure da un movimento produce calore.) 

Il meccanismo della produzione di calore nel gras: 
so bruno coinvolge il disaccoppiamento regolato del 


la fosforilazione ossidativa nei mitocondri. Questi mi- . 


tocondri contengono termogenina, un dimero pro- 
teico con subunità con una massa molecolare di 32 
kD assente nei mitocondri di altri tessuti, che agisce 


come un canale di controllo della permeabilità ai pro- : 


toni della membrana mitocondriale interna. Negli ani- 
mali adattati al freddo, la termogenina costituisce il 
15% delle proteine della membrana mitocondriale in- 
terna del grasso bruno. Il flusso dei protoni attraver 


so questo canale proteico viene inibito da concentra» . 


zioni fisiologiche di nucleotidi purinici (come ADP, 


ATP, GDP, GTP), ma questa inibizione viene rimossa 


dagli acidi grassi. I componenti di questo sistema ine 


887 
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teragiscono tra loro sotto un controllo ormonale. 

La termogenesi nei mitocondri del grasso bruno vie- 
ne attivata dagli acidi grassi liberi. Essi rimuovono 
l’effetto inibitorio dei nucleotidi purinici, stimolano 
il flusso protonico attraverso il canale dei protoni e 
disaccoppiano il trasporto degli elettroni dalla fosfo- 
rilazione ossidativa. La concentrazione di acidi grassi 
nel tessuto adiposo bruno è controllata dall’ormone 
noradrenalina (norepinefrina) 


HO 
OH 

HO C_CHa NHÎ 
H 


Noradrenalina 


Noradrenalina 


Proteina chinasi 
(inattiva) 


Figura 20.31 Il meccanismo di disaccoppiamento della fosforilazione 
ossidativa indotto da ormoni nei mitocondri del grasso bruno: (1) La 


i anroliuzie si lega al suo recettore sulla superficie delle cellule. 
" (2) II complesso noradrenalina-recettore stimola l’adenilato ciclasi, de- 


terminando un aumento dei livelli intracellulari di CAMP. (3) il CAMP 
attiva la proteina chinasi cAMP dipendente. (4) La proteina chinasi 


Trasporto degli elettroni e fosforilazione ossidativa 


ATP  cAMP+P 


\a 
RgCsg 20 + Ry(cAMP) 


Proteina chinasi 
(attiva) 
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ed il cAMP agisce da secondo messaggero (paragrafo 
17.3). In condizioni di stimolazione da noradrenalina, 
il componente adenilato ciclasi del sistema recettoriale 
della noradrenalina sintetizza cAMP, come descritto 
nel paragrafo 34.4B. A sua volta, il CAMP attiva allo- 
stericamente la proteina chinasi cAMP dipendente, che 
attiva mediante fosforilazione la triacilglicerolo lipasi 
ormone-sensibile (paragrafo 23.5). Infine, la lipasi at- 
tivata idrolizza i triacilgliceroli formando tre catene 
di acido grasso che aprono il canale protonico. 


La termogenesi non da brividi e l'obesità 


[887] Anche se il disaccoppiamento della fosforilazio- 
ne ossidativa nel tessuto bruno è la fonte principale 


Citosol 


' 


Triacilglicerolo Triacilglicerolo 
lipasi (inattiva) 4 lipasi:P—E) 


ADP (attiva) 
I 
Ù 
i 
' 
i 
I 
Apertura 
del canale 
Acidi y n 
6 grassi Triacilgliceroli 
liberi 5 i 
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ATP, ADP, GTP, GDP 
blocco del canale 


cAMP dipendente fosforila la triacilglicerolo lipasi ormone-sensibile 
attivandola. (5) | triacilgliceroli vengono idrolizzati producendo acidi 
grassi liberi. (6) Gli acidi grassi rimuovono il blocco del canale proto- 
nico 32 kD, operato dai nucleotidi purinici, consentendo ai protoni 
di entrare nel mitocondrio e disaccoppiando la sintesi di ATP. 
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sfofruttochinasi; PFK) che del ciclo dell’acido citrico 
(la piruvato deidrogenasi, la citrato sintasi, l’isocitra- 
to deidrogenasi e l’a-chetoglutarato deidrogenasi) è 
mediata dai nucleotidi adeninici o dal NADH (o da 
entrambi), oltre che ovviamente da altri metaboliti 
(Fig. 20.32). 


Il citrato inibisce la glicolisi 


[891]! punti principali di controllo della glicolisi e 
del ciclo dell’acido citrico sono regolati da diversi ef- 
fettori oltre ai nucleotidi adeninici o al NADH (Fig. 
20.32). Questo è un sistema molto complesso con ri- 
chieste molto complesse. La presenza di una molte- 
plicità di effettori, coinvolti in numerosi aspetti del 
metabolismo, aumenta la sensibilità regolatoria della 
via. Un effetto regolatorio particolarmente interes- 
sante è l’inibizione della PFK da parte del citrato. 
Quando la domanda di ATP si riduce, la sua concen- 
trazione aumenta, mentre quella dell’ADP diminui- 
sce. La velocità del ciclo dell’acido citrico tende a de- 
crescere per il fatto che viene a scarseggiare l’attiva- 
tore (ADP) dell’isocitrato deidrogenasi e invece si ac- 
cumula l’inibitore (ATP) dell’a-chetoglutarato deidro- 
genasi, determinando, alla fine, un aumento della 
concentrazione di citrato. Il citrato può uscire dai 
mitocondri attraverso uno specifico sistema di tra- 
sporto e, una volta raggiunto il citosol, riduce ulte- 
riormente la demolizione dei carboidrati, inibendo la 
PFK. 


C. Implicazioni fisiologiche 
del metabolismo aerobico 
contro quello anaerobico 


[892 ] Nel 1861, Louis Pasteur osservò che quando il 
lievito viene esposto a condizioni aerobiche, il consu- 
mo di glucosio e la produzione di etanolo diminuisco- 
no precipitosamente (l’effetto Pasteur; la fermenta- 
zione alcolica nel lievito per produrre ATP, CO; ed 
etanolo è stata discussa nel paragrafo 16.3B). Un ef- 
fetto analogo è stato osservato nel muscolo dei mam- 
miferi; la concentrazione di acido lattico, il prodotto 
anaerobico della glicolisi muscolare, cade drammati- 
camente quando le cellule passano al metabolismo 
aerobico. Questa situazione ha risultati opposti nel 
lievito e nel muscolo, in quanto la produzione di eta- 
nolo è una via normale del lievito (e utilizzata dai 
fabbricanti di vino), mentre l'accumulo di acido lat- 
tico nel muscolo, o meglio la diminuzione del pH che 
questo comporta, è responsabile della comparsa di 
dolori e dell’affaticamento. 


[391][s92][893][394] 
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La produzione aerobica di ATP 
è molto più efficiente 
della produzione anaerobica 


[893 ] Uno dei motivi responsabili della diminuzione 
del consumo di glucosio quando si passa dalle condi- 
zioni anaerobiche a quelle aerobiche diventa chiaro 
se esaminiamo la stechiometria della demolizione ae- 
robica ed anaerobica del glucosio (CgH120g). 


Glicolisi anaerobica: 


CeH306+2ADP +2P; —> 
— 2 lattato+2H*+2H,0+2ATP 


Metabolismo aerobico del glucosio: 


-—> 6C0:+44H0 + 38ATP 


(3ATP per ciascuno dei 10 NADH formati per gluco- 
sio ossidato, 2ATP per ciascuno dei 2FADH», 2ATP 
prodotti nella glicolisi e 2GTP (o ATP) prodotti nel 
ciclo dell’acido citrico.) Il metabolismo aerobico è quin- 
di 19 volte più efficace della glicolisi anaerobica nella 
produzione di ATP. Il passaggio al metabolismo aero- 
bico fa aumentare rapidamente il rapporto di azione 
di massa dell’ATP. Man mano che questo aumenta, 
la velocità del trasporto degli elettroni tende a di- 
minuire, con l’effetto di aumentare il rapporto 
[NADHI/[NAD+]. L’incremento nella [ATP] e 
[NADH] porta all’inibizione degli enzimi sensibili a 
questi effettori sia nella via glicolitica che nel ciclo 
dell’acido citrico. L’attività della PFK, enzima della 
glicolisi sotto il controllo dei nucleotidi adeninici e del 
citrato, diminuisce di molte volte quando si passa dal 
metabolismo anaerobico a quello aerobico. Ciò spiega 
la drammatica diminuzione della glicolisi durante que- 
sto cambio di condizioni. 


La glicolisi anaerobica presenta vantaggi, 
ma anche limitazioni 


[894] Gli animali possono utilizzare la glicolisi anae- 
robica solo per brevi periodi di tempo. Ciò è dovuto 
al fatto che la PFK non può operare in condizioni 


ottimali a pH inferiori a 7,0 e viene inibita dall’acidi- _ 


ficazione che si ha per la produzione dell’acido latti- 
co. A parte questa limitazione e la poca efficienza 
della glicolisi anaerobica nella produzione di ATP, 
gli enzimi glicolitici sono presenti nella cellula in con- 
centrazioni così elevate che, quando non sono inibiti, 
possono produrre ATP a una velocità superiore a quel 
la della fosforilazione ossidativa. 


[695 (856) 897] 
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Le caratteristiche diverse del metabolismo anaero- 
bico e aerobico ci permettono di comprendere certi 
aspetti del metabolismo delle cellule cancerose e al- 
cune patologie cardiovascolari. 


Metabolismo delle cellule cancerose 


[895] Già nel 1926, Warburg notò che alcune cellule 
cancerose producono in condizioni anaerobiche più 
acido lattico delle cellule normali. Ciò avviene in quan- 
to queste cellule producono piruvato molto più velo- 
cemente di quanto possa essere utilizzato nel ciclo 
dell’acido citrico. Come può accadere questo fatto, 
dato che esistono controlli concatenati sul sistema? 
Una spiegazione potrebbe essere che questi controlli 
non esistono nelle cellule cancerose; un’altra che l’u- 
tilizzazione dell’ATP in queste cellule è più rapida 
della velocità di produzione della fosforilazione ossi- 
dativa. Ci troveremmo di fronte a un rapporto tra 
i nucleotidi adeninici non più sufficiente a inibire 
la PFK. I tentativi di comprendere le differenze me- 
taboliche tra le cellule cancerose e quelle normali po- 
trebbero un giorno fornire le basi per una terapia 
di alcune forme devastanti di questa malattia. 


Malattie cardiovascolari 


[896 ] La carenza di ossigeno in certi tessuti determi- 
nata da patologie cardiovascolari presenta aspetti me- 
dici molto rilevanti. Per esempio, due delle cause prin- 
cipali di morte per gli uomini, l’infarto del mio- 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


[897] La fosforilazione ossidativa è un processo at- 
traverso cui il NADH e il FADH; prodotti dall’ossi- 
dazione delle sostanze nutrienti vengono riossidati con 
la concomitante formazione di ATP. Il processo ha 
luogo nei mitocondri, organelli di forma allungata cir- 
condati da una membrana esterna permeabile e con- 
tenenti una membrana interna impermeabile con mol- 
te invaginazioni che delimita un compartimento in- 
terno detto matrice. Gli enzimi della fosforilazione os- 


° sidativa sono immersi nella membrana mitocondria- 


le interna. Il P; viene importato nei mitocondri attra- 
Verso una specifica proteina di trasporto, mentre il 


Trasporto degli elettroni e fosforilazione ossidativa 641 


cardio (attacco di cuore) e l’ictus, sono caratterizza- 
te dall’interruzione del flusso sanguigno (e del rifor- 
nimento di 02) a una porzione di cuore o di cervel- 
lo. È abbastanza ovvio che questo fatto porti alla ces- 
sazione delle attività cellulari, ma non è chiaro per- 
ché porti alla morte delle cellule. 

In assenza di ossigeno, una cellula, che dipende sol- 
tanto dalla glicolisi per la produzione di ATP, consu- 
ma rapidamente le sue scorte di fosfocreatina (una 
riserva di gruppi fosforici «ad alta energia» per la 
sintesi di ATP; paragrafo 15.4C) e di glicogeno. Quan- 
do la velocità di produzione dell’ATP cade sotto il 
livello richiesto dalle pompe ioniche di membrana 
e necessario per mantenere la corretta concentrazio- 
ne intracellulare dei vari ioni, il bilancio osmotico 
del sistema si altera e la cellula ed i suoi organelli 
circondati da membrana tendono a gonfiarsi. La 
membrana sotto tensione diventa permeabile e la- 
scia uscire all’esterno il materiale intracellulare. (In- 
fatti, la diagnosi di infarto del miocardio viene effet- 
tuata valutando la presenza nel sangue di enzimi spe- 
cifici del cuore, come l’isoenzima tipo H della lattato 
deidrogenasi, paragrafo 7.5C, che esce dal tessuto car- 
diaco necrotico (morto).) x 

La diminuzione del pH intracellulare che accompa- 
gna la glicolisi anaerobica (a causa della produzione 
di acido lattico) consente il rilascio di enzimi lisoso- 
miali (attivi soltanto a pH acidi) che degradano il ma- 
teriale intracellulare. Quindi, la cessazione dell’atti- 
vità metabolica determina danni irreversibili nella 
cellula. I tessuti che respirano rapidamente, come il 
cuore e il cervello, sono particolarmente suscettibili 
a questi danneggiamenti. 


Ca°* viene importato ed esportato da specifiche pro- 
teine che controllano la concentrazione del metallo nel 
citosol. Gli elettroni del NADH entrano nei mitocondri 
mediante sistemi navetta (shuttle), come lo shuttle del 
glicerofosfato oppure del malato-aspartato. 

La variazione di energia libera standard per 
l'ossidazione del NADH da parte dell’ossigeno è 
AG®'= — 218 kJ- mol-!, mentre quella per la sintesi 
di ATP da ADP e P; è AG°' = —-30,5 kJ- mol! Di 
conseguenza, l’energia libera ottenuta dall’ossidazio- 
ne di una mole di NADH dall’ossigeno è sufficiente 
a portare avanti la sintesi di diverse molecole di ATP 
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PROBLEMI 
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1. Disponete i seguenti coenzini e- gruppi prostetici at- 
tivi nelle reazioni redox della catena di trasporto de- 
gli elettroni in ordine crescente di affinità per gli 
elettroni: citocromo a, CoQ, FAD, citocromo c e 
NAD*. 


2. Perché l’ossidazione del succinato a fumarato è asso- 
ciata alla formazione di due molecole di ATP nella 
fosforilazione ossidativa, mentre quella del malato 
ad ossalacetato è associata alla produzione di tre mo- 
lecole di ATP? 


3. Perché l’efficienza termodinamica dell’ossidazione del 
FADH; è sufficiente a sintetizzare due molecole di 
ATP nelle condizioni standard? 


4. Un avvelenamento subletale da cianuro può essere 
superato mediante la somministrazione di nitriti. Que- 
ste sostanze ossidano l’emoglobina, che ha un’affini- 
tà relativamente bassa per il cianuro, a metaemoglo- 
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ni 


bina che ha invece un’affinità elevata per lo ione 
CN”. Perché questo trattamento può giovare? 


5. Associate il composto al comportamento: (1) roteno- * 
ne, (2) dinitrofenolo e (3) antimicina A. (a) Inibisce 
la fosforilazione ossidativa quando il substrato è îl. 
piruvato, ma non quando è il succinato. (b) Inibisce 
la fosforilazione ossidativa quando il substrato è pi- 
ruvato o succinato. (c) Consente al piruvato di essere - 
ossidato dai mitocondri anche in assenza di ADP: 


*6. La nigericina è uno ionoforo (paragrafo 18.2C) che — 
scambia K* per H* attraverso una membrana. Spie-.- 
gate perché il trattamento di mitocondri funzionan- 
ti con nigericina disaccoppia il trasporto degli elet- 
troni dalla fosforilazione ossidativa. La valinomici- 
na, uno ionoforo che scambia K*, ma non H*, fa. 


la stessa cosa? Spiegate il perché. : 


7. La differenza di pH tra la superficie esterna e la su. 
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8. 


perficie interna della membrana mitocondriale in- 
terna è 1,4 unità di pH (il lato esterno è acido). Se 
il potenziale di membrana viene considerato pari a 
0,06 V (l’îinterno è negativo), qual è l'energia libera 
rilasciata dal trasporto di una mole di protoni attra- 
verso la membrana, nella direzione del gradiente elet- 
trochimico? Quanti protoni devono essere trasporta- 
ti per ottenere l’energia libera sufficiente alla sintesi 
di una mole di ATP? (Assumete di essere nelle con- 
dizioni biochimiche standard.) 


Spiegate perché: (a) le particelle submitocondriali 
a cui sono stati rimossi i componenti Fi sono per- 
meabili ai protoni. (b) L'aggiunta di oligomicina a 
particelle submitocondriali depletate del componen- 
te Fi fa diminuire questa permeabilità di circa sette 
volte. 


Trasporto degli elettroni e fosforilazione ossidativa 


10. 


11. 


12. 


645 


L’oligomicina e il cianuro inibiscono la fosforilazio- 
ne ossidativa quando il substrato è sia piruvato che 
succinato. Il dinitrofenolo può essere usato per di- 
stinguere tra questi inibitori. Spiegate il perché. 


Durante l’ossidazione di una data quantità di gluco- 
sio, sarà la termogenesi non da brividi del grasso 
bruno o quella da brividi del muscolo a produrre 
più calore? 


Come altera la respirazione mitocondriale l’atrattilo- 
side? (vedi paragrafo 18.4C) 


Alcuni operatori senza tanti scrupoli offrono di con- 
gelare, in cambio di denaro, individui morti di recen- 
te in azoto liquido, in attesa che la scienza medica 
scopra una cura per la malattia che ha causato la mor- 
te. Qual è l’errore biochimico di questo procedimento? 
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po? dico tra il gruppo carbossilico della sua catena latera- —La reazione della piruvato carbossilasi 
lo i il mminico e di un residuo di 
o 0 Piru o 0 le valerica e il gruppo a . ion . nai 
DR _ i 9 î Dodo PEPCK ? î n Lys dell’enzima, formando un residuo di biocitina [904 |] La reazione della piruvato carbossilasi avviene 
osa 1 nisseno PB CHae-=07=0 (detta anche biotinillisina) (Fig. 21.3b). Il sistema ad in due tappe (Fig. 21.4): 
Piruvato Ossalacetato Fosfoenol- anelli della biotina è posto quindi alla fine di un brac- 


HCO3 + ATP ADP + BP 


Figura 21.2 La conversione del piruvato in ossalacetato e poi in fo- 
sfoenolpiruvato coinvolge (1) la piruvato carbossilasi e (2) la PEP car- 
bossichinasi (PEPCK). 


un prodotto della demolizione dei triacilgliceroli, vie- 
ne convertito in glucosio mediante la sua trasforma- 
zione in un intermedio glicolitico, il diidrossiacetone 
fosfato, come è descritto nel paragrafo 23.1. 


A. La via gluconeogenetica 


[s01]La gluconeogenesi utilizza gli enzimi glicoliti- 
ci. Tre di questi enzimi, l’esochinasi, la fosfofrutto- 
chinasi (PFK) e la piruvato chinasi, catalizzano però 

reazioni in cui si ha una profonda variazione negati- 
| va dell’energia libera nella direzione della glicolisi. 
Queste reazioni devono quindi essere sostituite nella 
gluconeogenesi da altre reazioni che rendano la sin- 
tesi del glucosio termodinamicamente più favorevo- 
le. Come nel metabolismo del glicogeno, reincontria- 
mo un tema ricorrente e cioè le vie biosintetiche e 
degradative differiscono in almeno una reazione. Ciò 
consente alle vie nelle due direzioni di non essere ter- 
modinamicamente favorite nelle stesse condizioni fi- 
siologiche e di essere controllate separatamente in mo- 
do che una direzione possa venire attivata e l’altra 
inibita. 


Il piruvato viene convertito in ossalacetato 
prima che si formi il fosfoenolpiruvato 


[902 ] La formazione del fosfoenolpiruvato (PEP) da 
piruvato, la reazione inversa della piruvato chinasi, 
è endoergonica e quindi richiede un rifornimento 
energetico. Ciò viene raggiunto convertendo prima 
il piruvato in ossalacetato. Questo composto è un in- 
termedio «ad alta energia» la cui decarbossilazione 
esoergonica fornisce l’energia libera necessaria alla 
sintesi del PEP. Il processo richiede la partecipazione 
di due enzimi (Fig. 21.2): 


1. La piruvato carbossilasi catalizza la formazio- 
ne guidata dall’ATP di ossalacetato da piruvato 
e HCO;7. 


GIP GDP + CO, piruvato (PEP) 


2. La PEP carbossichinasi (PEPCK) converte l’os- 
salacetato in PEP in una reazione che utilizza GTP 
come agente fosforilante. 


La piruvato carbossilasi 
ha come gruppo prostetico la biotina 


[903] La piruvato carbossilasi, scoperta nel 1959 da 
Merton Utter, è una proteina tetramerica, composta 
da subunità identiche con una massa molecolare di 
circa 120 KD, ognuna delle quali contiene un gruppo 
prostetico biotina. La biotina (Fig. 21.3a) agisce da 
trasportatore di CO formando un sostituente carbos- 
silico sul suo gruppo ureidico (Fig. 21.3b). La biotina 
è covalentemente legata all’enzima da un legame ami- 


(a) 
6) 
L 
N 
HNG ? 
o 3h 
H-—C—C-<H 
/ \ 
H,C$ s sc 
S "© CHx—CHx—CHy—CHy,—C00 
res aes) 
Biotina Catena laterale di valerato 
(0) 
(6) 
(©) 
N A 
CN NH 
/ A 
È Î Di 
(CHo)a— SR Ha 
S NH 


Carbossibiotinil-enzima Residuo di Lys 


Figura 21.3 (a) La biotina è costituita da un anello imidazolico fuso 
a un anello tetraidrotiofenico con una catena laterale di valerato. È 
indicata la chiralità dei suoi tre centri asimmetrici. Le posizioni 1, _ 
2 e 3 costituiscono un gruppo ureidico. (b) Carbossibiotinil-enzima: 

l’atomo N(1) del gruppo ureidico della biotina è il sito di carbossila- 
zione. La biotina è legata covalentemente alla carbossilasi mediante 
un legame amidico tra il gruppo carbossilico della sua catena laterale 
di valerato ed un gruppo amminico e di un residuo di Lys dell'enzima. 


bevi 


cio flessibile lungo circa 14 À, molto simile a quello 
del gruppo prostetico acido lipoico del complesso della 
piruvato deidrogenasi (paragrafo 19.2A). 

La biotina, che fu identificata per la prima volta 
nel 1935 come un fattore di crescita del lievito, è un 
nutriente essenziale anche nell’uomo. La sua deficien- 
za è rara in quanto è presente in molti tipi di ali- 
menti e viene sintetizzata dai batteri intestinali. La 
deficienza di biotina nell’uomo deriva quasi sempre 
dal troppo consumo di uova non cotte. Infatti, il bian- 
co dell’uovo contiene una proteina, l’avidina, che 
lega biotina così saldamente (la costante di dissocia- 
zione K è 10-'5m) che impedisce il suo assorbimen- 
to intestinale (le uova cotte non presentano questo 
problema, in quanto l’avidina viene denaturata dalla 
cottura). Si pensa che la presenza di avidina nelle 
uova serva ad impedire la crescita di microorgani- 
smi in questo ambiente ricco di sostanze nutrienti. 


1. La biotina viene carbossilata sull’atomo M(1°) dal 
bicarbonato, in una reazione favorita dall’idrolisi 
concomitante dell’ATP. Il gruppo carbossilico che 
si è formato è «attivato» (poiché il suo AG°’ di 
rottura è — 19,7 kJ- mol-*) e può quindi essere 
trasferito senza richiedere altra energia libera. 

2. Il gruppo carbossilico attivato viene trasferito dalla 
carbossibiotina al piruvato formando ossalacetato. 


Queste due tappe della reazione avvengono in due 
subsiti diversi dello stesso enzima; il braccio di 14 
À che regge la biotina serve a spostare l’anello bioti- 
nico tra i due subsiti. 


L’acetil-CoA regola la piruvato carbossilasi 


[805 ] La sintesi dell’ossalacetato è una reazione ana- 


se 
RR + 0 c- + d 
(O (Og O OH a (CHo)a C—NH—(CHs)4 E 
ATP HC0gz Biotinil-enzima 
ADP + P; 
(o) (9) 
‘;--6—cnz o O 
TOTCHa 
È CÀ DI 
(0) 3h NH 
Î N°) O 
> T (CH,),—C—NH—(CH,),—E 
C—C=CHg S 
dt 
o . 
Piruvato, in forma di enolato Carbossibiotinil-enzima 
Biotinil-enzima 
Figura 21.4 !| meccanismo della reazione della piruva- 
o 0 to carbossilasi. La reazione avviene in due tappe. ( 
o, I 4 La biotina viene carbossilata sull’atomo N(1) dallo io- 
C—-C— CHo—-C ne bicarbonato con la concomitante idrolisi di ATP. 
/ = (2) L'attacco nucleofilico del C(3) del piruvato in for- 
"0 Oo° ma di enolato al gruppo carbossilico attivato genera 


Ossalacetato 


l’ossalacetato. 
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[909][910][911] 


nasi, la variazione dell’energia libera è largamente sfa- 
vorevole alla gluconeogenesi in altri due punti della via: 
la reazione della PFK e la reazione dell’esochinasi. In 
questi punti, invece di generare ATP mediante le rea- 
zioni inverse della glicolisi, il FBP e il GGP vengono idro- 
lizzati, rilasciando P;, in processi esoergonici cataliz- 
zati rispettivamente dalla fruttosio-1,6-bisfosfatasi 
(FBPasi) e dalla glucosio-6-fosfatasi. La glucosio-6-fo- 
sfatasi è un enzima presente solo nel fegato e nel rene 
e permette a questi tessuti di rifornire di glucosio gli altri. 
Per la presenza di enzimi gluconeogenetici separa- 
ti a livello delle tre tappe irreversibili nella via di con- 
versione del glucosio in piruvato, glicolisi e gluconeo- 
genesi sono termodinamicamente favorite. Ciò avvie- 
ne a spese dell’energia libera di idrolisi di due mo- 
lecole di ATP e di GTP per molecola di glucosio sin- 
tetizzata, oltre a quelle che vengono consumate di- 
rettamente nelle reazioni inverse della glicolisi. 


Glicolisi: 
glucosio +2NAD+ +2ADP+2P; > 
—> 2piruvato +2NADH + 4H* +2ATP +2H,0 


Gluconeogenesi: 
2piruvato +2NADH + 4H + + 4A/TP + 2GTP +6H,0 > 
— glucosio +2NAD* +4ADP +2GDP + 6P; 


Complessiva: 
2ATP+2GTP+4H,0 —» 2ADP +2GDP +4P; 


Questa perdita di energia libera in un processo cicli- 
co è termodinamicamente non evitabile e rappresen- 
ta il prezzo che si deve pagare per mantenere indi- 
x pendente la regolazione delle due vie. 


B. Regolazione della gluconeogenesi 


[909 | Se la glicolisi e la gluconeogenesi potessero pro- 
cedere in modo non controllato, il risultato sarebbe 
la formazione di un ciclo futile, con un consumo sen- 
za nessuna utilità di ATP e di GTP. Ciò però non 
accade in quanto le due vie sono regolate in modo 
da soddisfare le necessità dell’organismo. In condi- 
zioni di buona alimentazione, cioè quando il livello 
di glucosio è elevato, il fegato opera nel senso della 
conservazione delle sostanze nutrienti: la sintesi del 
glicogeno è operante e la via glicolitica e la piruvato 
deidrogenasi sono attive per demolire il glucosio ad 
acetil-CoA necessario per la biosintesi degli acidi gras- 
si. In condizioni di digiuno, il fegato mantiene co- 
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stante il livello di glucosio nel sangue, sia stimolando ‘ 


la demolizione del glicogeno, sia invertendo il flusso 
della glicolisi, cioè innescando la gluconeogenesi (che 
usa come precursori principalmente i prodotti della 
degradazione delle proteine). 


La glicolisi e la gluconeogenesi sono controllate 
mediante interazioni allosteriche 
e modificazioni covalenti 


[s10]La velocità e la direzione della glicolisi e della 
gluconeogenesi sono controllate a livello di quelle tap- 
pe in cui è possibile regolare separatamente la dire- 
zione in un senso o in senso contrario: le reazioni 
catalizzate da (1) esochinasi/glucosio-6-fosfatasi, da (2) 
PFK/FBPasi e da (3) piruvato chinasi/piruvato 
carbossilasi-PEPCK (Fig. 21.7). Nella Tabella 21.1 so- 
no elencati questi enzimi regolatori insieme ai loro 
effettori. I meccanismi principali sono rappresentati 
dalle interazioni allosteriche e dalle modificazioni co- 
valenti promosse dal cAMP (fosforilazione/defosfori- 


lazione; paragrafo 17.3). Le modificazioni mediate dal . 
cAMP rendono questo sistema sensibile al controllo - 
da parte del glucagone e di altri ormoni che alterano .. 


i livelli intracellulari di cAMP. 
[911] Uno dei più importanti effettori allosterici coin- 


volti nella regolazione della glicolisi e della gluconeo--. 
genesi è il fruttosio-2,6-bisfosfato (F2,6P), in grado di . 


attivare la PFK e di inibire la FBPasi (paragrafo 17.3F). 
La concentrazione di F2,6P è determinata dalla sua 


velocità di sintesi e di demolizione, meccanismi con- : 
trollati rispettivamente dalla fosfofruttochinasi-2:' 
(PFK-2) e dalla bisfosfatasi-2 (FBPasi-2). Il controllo del- .. 


l’attività della PFK-2 e della FBPasi-2 rappresenta quin- 


di un importante aspetto della regolazione della glu-: 


coneogenesi, anche attraverso enzimi che non cata- 


lizzano reazioni implicate nella via metabolica. Le: 
attività della PFK-2 e della FBPasi-2, presenti sullo stes- - 


so enzima bifunzionale, sono soggette a regolazione 


allosterica e a controllo da modificazioni covalenti 


(Tabella 21.1). Bassi livelli di glucosio portano ‘all’atti- 


vazione ormonale della gluconeogenesi mediante la‘ 
regolazione della concentrazione di F2,6P (Fig. 21.8).- 


L'attivazione della gluconeogenesi nel fegato deter- 


mina anche l’inibizione della glicolisi a livello della . 
piruvato chinasi. La piruvato chinasi epatica viene . 
inibita sia in modo allosterico dall’alanina (un pre. 
cursore del piruvato; paragrafo 24.1A) che dalla fo- 
sforilazione, un meccanismo di modificazione cova: 


lente. La demolizione del glicogeno viene stimolata 
al contrario soltanto dalla fosforilazione (paragrafo 
17.3C). Entrambe le vie tendono a fluire verso il G6P, 
che viene poi convertito in glucosio per essere espor- 
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Enzima Inibitore Attivatore Fosforilazione Sintesi 
allosterico allosterico dell'enzima della proteina 

PFK ATP, citrato AMP, F2,6P 

FBPasi AMP, F2,6P 

PK Alanina F1,6P Inattivazione 

Piruvato carbossilasi Acetil-CoA 

PEPCK Stimolata da glucagone 

PFK-2 Citrato AMP, F6P, P; Inattivazione 

FBPasi-2 F6P Glicerolo-3-P Attivazione 


tato al muscolo e al cervello. La piruvato chinasi del 
muscolo, una forma isoenzimatica della proteina del 
fegato, non è soggetta a questo tipo di controlli. Que- 
ste regolazioni potrebbero essere controproducenti 
per il muscolo poiché questo tessuto è privo della 
capacità di sintetizzare glucosio attraverso la via glu- 


coneogenetica. 


C. II ciclo di Cori 


[912 | L’energia per la contrazione muscolare è forni- 
ta dall’idrolisi dell’ ATP, che viene poi rigenerato dalla 
fosforilazione ossidativa nei mitocondri delle fibre 
muscolari rosse (lente) e dalla glicolisi che produce 
lattato nelle fibre muscolari pallide (rapide). Anche 
le fibre rosse producono lattato quando la domanda 
di ATP supera il flusso ossidativo. Il lattato viene tra- 
sferito attraverso il sangue al fegato dove viene ri- 
convertito in piruvato dalla lattato deidrogenasi e poi 
a glucosio dalla gluconeogenesi. Quindi, mediante la 
comunicazione generata dal flusso sanguigno, il mu- 
scolo ed il fegato partecipano a un ciclo metabolico 
noto con il nome di ciclo di Cori (Fig. 21.9), così 
chiamato in onore di Carl e Gerti Cori che, per pri- 
mi, lo descrissero. Questo è lo stesso «ciclo futile» com- 
posto da glicolisi e da gluconeogenesi che consuma 
ATP, descritto in precedenza. In questo caso, invece 
di avvenire nella stessa cellula, le due vie hanno luo- 
go in organi diversi. L’ATP del fegato viene usato 
per risintetizzare il glucosio a partire da lattato pro- 
dotto nel muscolo. Il glucosio prodotto viene poi ri- 
trasferito al muscolo, dove viene conservato sotto for- 
ma di glicogeno e poi utilizzato, in base alla doman- 
da metabolica, per generare l’ATP necessario alla con- 
trazione muscolare. L’ATP usato dal fegato per por- 
tare avanti questo processo viene rigenerato dalla fo- 
sforilazione ossidativa. Dopo uno sforzo vigoroso, so- 
no necessari circa 30 minuti perché il consumo di 
ossigeno ritorni al livello basale, un fenomeno che 
viene detto debito di ossigeno. 


Bassa [glucosio] nel sangue 


| 


Aumentata secrezione di glucagone 


| 


‘aumentata [cAMP] 


| 


Aumentata fosforilazione di enzimi 


} 


Attivazione della FBPasi-2 e inattivazione della PFK-2 


| 


diminuita [F2,6P] 


| 


Inibizione della PFK e attivazione della FBPasi 


| 


Aumento della velocità della gluconeogenesi 


Figura 21.8 La regolazione ormonale della [F2,6P] attiva la gluconeo- 
genesi nel fegato quando la [glucosio] nel sangue è bassa. 


Figura 21.9 Il ciclo di Cori. Il lattato prodotto dalla glicolisi nel mu- 
scolo viene trasportato dal flusso sanguigno al fegato dove viene con- 
vertito in glucosio dalla gluconeogenesi. Il flusso sanguigno trasporta 
di nuovo il glucosio al muscolo, dove viene conservato sotto forma 
di glicogeno. 
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UDP GDP CMP 
N-acetilgalattosammina Fucosio Acido sialico 
N-acetilglucosammina Mannosio 


Acido N-acetilmuramico 
Galattosio 

Glucosio 

Acido glucuronico 
Xilosio 


sferimento dei monosaccaridi sono l’UDP, il GDP e 
il CMP; un dato zucchero si associa sempre con un 
solo tipo di nucleotide (Tabella 21.2). 


A. Sintesi del lattosio 


[815] Alcuni disaccaridi vengono sintetizzati per es- 
sere utilizzati in seguito come fonti di energia meta- 
bolica. 

Un tipico disaccaride è il lattosio (68-galattosil- 
(1 — 4)glucosio, lo zucchero del latte), che viene 
sintetizzato nella ghiandola mammaria da parte del- 
la lattosio sintasi (Fig. 21.12). Il donatore dello zuc- 
chero è l’UDP-galattosio, che si forma per epimeriz- 
zazione dell’UDP-glucosio (paragrafo 16.5B). L’accet- 
tore dello zucchero è il glucosio. 

La lattosio sintasi è costituita da due subunità: 


1. La galattosil transferasi, la subunità catalitica, 
è presente in molti tessuti dove catalizza la rea- 
zione tra l’UDP-galattosio e l’N-acetilglucosammina 
per formare l’N-acetilattosammina, un componen- 
te di molti oligosaccaridi complessi (vedi, per 
esempio, Fig. 21.16, reazione 10). 

2. L’a-lattalbumina, una proteina della ghiandola 
mammaria che non ha attività catalitica, altera la 
specificità della galattosil transferasi e l’enzima 
in presenza di questa proteina utilizza come ac- 
cettore il glucosio, invece dell’N-acetilglucosam- 
mina, formando in questo caso il lattosio. 


B. Sintesi delle glicoproteine 


[816 ] Le proteine destinate alla secrezione, all’incor- 
porazione nelle membrane o localizzate all’interno 
di organelli intracellulari contengono carboidrati e 
quindi possono essere classificate come glicoprotei- 
ne. La glicosilazione e la modificazione dell’oligosac-. 
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B-galattosil-(1 —> 4)-glucosio 


Figura 21.12 La lattosio sintasi catalizza la formazione di lattosio da 
UDP-galattosio e glucosio. i 


(a) 


î i 
NT—-C—- CH, CH 
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C=0 
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toi 
ASN 
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o— c = CH 
H C=0 
(CH3) ! 
toe J 
Ser(Thr) 
(e) 
ouH NH5 | 
CH, NH 
O—CH—CHy— CHo- CH 
C=0 
I 
Uso sal 
5-idrossilisina 


Figura 21.13 Tipi di legami glicosidici nelle glicoproteine. (a) Legame 
glicosidico N , si forma con un residuo di Asn nella sequenza ammi- 
noacidica Asn-X-Ser/Thr. (b) Legame glicosidico O, si forma con un 
residuo di Ser (o Thr). (c) Legame glicosidico O, si forma con un 
residuo di 5-idrossilisina nel collageno. 
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caride ha un ruolo fondamentale sul destino e sulla 
distribuzione di queste proteine nelle localizzazioni 
cellulari corrette. La parte polipeptidica viene sinte- 
tizzata sui ribosomi e successivamente modificata me- 
diante l’aggiunta di oligosaccaridi. 

Le porzioni oligosaccaridiche delle glicoproteine, co- 
me abbiamo visto nel paragrafo 10.3C, possono esse- 
re suddivise in due gruppi: 


1. Gli oligosaccaridi con legami N, che sono lega- 
ti alla loro catena polipeptidica da un legame 8-N- 
glicosidico alla catena laterale di un residuo di Asn 
posto in una sequenza Asn-X-Ser oppure Asn-X- 
Thr, dove X può essere qualunque amminoacido, 
eccetto la Pro e forse l’Asp (Fig. 21.130). 

2. Gli oligosaccaridi con legami O, che sono lega- 
ti alla loro catena polipeptidica da un legame a-0- 
glicosidico a un residuo di Ser o di Thr (Fig. 21.13b) 
oppure, ma soltanto nel collageno, a un residuo 
di 5-idrossilisina (Fig. 21.130). 


Prenderemo in considerazione separatamente la sin- 
tesi di questi due tipi di oligosaccaridi. 


Le glicoproteine con legami N 
vengono sintetizzate in quattro tappe 


[917] Le glicoproteine con legami glicosidici N vengo- 
no formate nel reticolo endoplasmatico ed ulterior- 
mente manipolate nell’apparato di Golgi. La sintesi 
dei loro gruppi saccaridici avviene in quattro tappe: 


1. La sintesi di un precursore oligosaccaridico lega- 
to ad un lipide. 

2. Trasferimento di questo precursore al gruppo 
NH, di un residuo di Asn del polipeptide in fase 
di crescita. 

3. Rimozione di alcune delle unità saccaridiche del 
precursore. 

4. Aggiunta di altre unità saccaridiche al nucleo oli- 
gosaccaridico rimasto. 


* Discuteremo queste tappe in questo ordine. 


CHs Cia 
H-cH,—C=CH—CHy 


Gli oligosaccaridi legati con legami N 
vengono costruiti su trasportatori di dolicolo 


[918] Gli oligosaccaridi legati con legami N vengono 
sintetizzati inizialmente come precursori legati a un 
lipide. Il componente lipidico in questo processo è 
il dolicolo, un poliisoprenolo a catena lunga conte- 
nente da 14 a 24 unità isopreniche (da 17 a 21 negli 
animali e da 14 a 24 nei funghi e nelle piante; le 
unità isopreniche sono composti a cinque atomi di 
carbonio il cui scheletro carbonioso è quello dell’iso- 
prene; paragrafo 23.6A), che è legato al precursore 
oligosaccaridico mediante un ponte pirofosforico (Fig. 
21.14). Apparentemente, il dolicolo ancora l’oligosac- 
caride alla membrana del reticolo endoplasmatico du- 
rante la sua fase di costruzione. Il coinvolgimento 
di oligosaccaridi legati a lipidi nella sintesi delle gli- 
coproteine fu per la prima volta stabilito da Arman- 
do Parodi e da Luis Leloir nel 1972, i quali dimostra- 
rono che quando un oligosaccaride legato a un lipide 
e contenente [!*C] glucosio viene incubato con mi- 
crosomi di fegato di ratto (frammenti vescicolari di 
reticolo endoplasmatico isolato), la radioattività si as- 
socia alle proteine. 


Le glicoproteine con legami N 
hanno un nucleo oligosaccaridico comune 


[919]La via di sintesi del dolicolo-PP-oligosaccaride 
è costituita dall’aggiunta a tappe di unità monosac- 
caridiche al glicolipide in fase di crescita da parte di 
specifiche glicosil transferasi per formare una strut- 
tura comune. Ogni unità monosaccaridica viene ag- 
giunta da una glicosil transferasi specifica (Fig. 21.15). 
Per esempio, nella reazione 3 della Fig. 21.15, vengo- 
no aggiunte cinque unità di mannosio attraverso 
l’azione di cinque diverse mannosil transferasi, cia- 


Figura 21.14 | precursori saccaridici dei glicosidi legati con legami 
N sono sintetizzati sotto forma di dolicolopirofosfato-glicosidi. | doli- 
coli sono poliisoprenoli a catena lunga (n= 14-24) in cui l’unità iso- 
prenica @ è satura. 
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Figura 21.17 La maggior parte delle proteine destinate ad essere se- 
crete oppure ad essere inserite in una membrana vengono sintetizza» 
te da ribosomi legati al reticolo endoplasmatico ruvido (in alto). Men- 
tre vengono sintetizzate le proteine sono iniettate nel lume del retico- 
lo oppure inserite nella sua membrana (paragrafo 11.3F). Dopo la 
modificazione iniziale, la proteina viene incapsulata in vescicole for- 
mate dalla membrana del reticolo endoplasmatico, che in seguito fon- 
dono con le cisterne cis dell'apparato di Golgi. Le proteine vengono 
ulteriormente modificate, a seconda della loro destinazione finale (Fig. 
21.16), nelle cisterne cis, mediane o trans di Golgi, tra cui vengono 
trasportate sempre da vescicole membranose. Nelle cisterne trans (in 
basso), le glicoproteine completate vengono raccolte per essere invia- 
te alla loro destinazione finale, per esempio i lisosomi, la membrana 
plasmatica oppure i granuli di secrezione, a cui vengono trasportate 
da altre vescicole. 
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di mannosio (Fig. 21.16, reazione 4). Le glicoproteine 
vengono poi trasferite mediante vescicole membra- 
nose all’apparato di Golgi, dove continua il processo 
di modificazione. 

L’apparato di Golgi è costituito da una sovrapposi- 
zione di sacchi membranosi (in numero variabile da 
5 a 20 a seconda della specie; Fig. 21.17; un’immagi- 
ne dell’apparato di Golgi è riportata nella Fig. 1.5). 
L’apparato di Golgi contiene almeno tre diversi tipi 
di sacchi detti cisterne cis, mediane e trans, ognu- 
na delle quali contiene, come dimostrarono James 
Rothman e Kornfeld, gruppi diversi di enzimi coin- 
volti nei processi di modificazione delle glicoprotei- 
ne. Mentre una glicoproteina attraversa l’apparato di 
Golgi, passando dalle cisterne cis a quelle mediane 
e poi a quelle trans, i suoi residui di mannosio ven- 
gono rimossi e vengono aggiunti residui di N- 
acetilglucosammina, di galattosio, di fucosio e di aci- 
do sialico in modo da completare il processo (Fig. 
21.16; reazioni 5.11). Le glicoproteine vengono rag- 
gruppate nelle cisterne trans per essere poi trasferi- 
te alle loro localizzazioni cellulari finali. Le glicopro- 
teine vengono trasportate a queste destinazioni rac- 
chiuse in vescicole membranose (paragrafo 11.3F). 

Esiste un’enorme diversità tra gli oligosaccaridi le- 
gati alle glicoproteine con legami N, come è indicato 
per esempio nella Fig. 10.29c. Praticamente ogni gli- 
coproteina con una data catena polipeptidica presen- 


ta una considerevole microeterogeneità nei suoi resi- - 


dui saccaridici (paragrafo 10.3C), probabilmente a cau- 
sa di una incompleta glicosilazione e per la mancan- 
za di una specificità assoluta da parte delle glicosil 
transferasi e delle glicosidasi. 

Il processo di modificazione degli oligosaccaridi le- 
gati con legami N sembra essere sempre lo stesso fi- 
no alla reazione 4 della Fig. 21.16 e quindi tutti que- 
sti oligomeri presentano un nucleo comune compo- 
sto da (N-acetilglucosammina),(mannosio); (cinque 
residui di mannosio che non fanno parte del nucleo 
vengono rimossi dalla glicoproteina del VSV duran- 
te le reazioni 5 e 7). La diversità tra gli oligosaccaridi 
legati con legami N dipende quindi dalla sequenza 
di eventi che accadono dopo la reazione 7. L’oligo- 
saccaride prodotto da questo processo può essere clas- 
sificato in tre gruppi diversi: 


1. Oligosaccaridi con alto contenuto in manno- 
sio (Fig. 21.18a), che contengono da 2 a 9 residui 
aggiunti al nucleo pentasaccaridico comune (resi- 
dui in rosso nella Fig. 21.18). 

2. Oligosaccaridi complessi (Fig. 21.18b), che con- 
tengono un numero variabile di unità di N- 
acetilglucosammina e di acido sialico o di fucosio 
legati al nucleo saccaridico comune. 


[922](923] 
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Figura 21.18 La struttura tipica di un oligosaccaride legato con lega- 
mi N (a) ad alto contenuto di mannosio, (b) complesso e (c) ibrido. 
Il nucleo pentasaccaridico comune în questi oligosaccaridi è indicato 
in rosso. (Fonte: KORNFELD, R. e KORNFELD, S., Annu. Rev. Biochem., 
54, p. 633, 1985) 


3. Oligosaccaridi ibridi (Fig. 21.18c), che conten- 
gono elementi sia delle catene ad alto contenuto 
di mannosio sia degli oligosaccaridi complessi. 


Non è ancora chiara la relazione tra il tipo di oligo- 
saccaride e la funzione o la destinazione finale delle 
glicoproteine a cui appartengono. Le glicoproteine li- 
sosomiali però sembrano avere catene oligosaccaridi- 
che che appartengono alla varietà con un alto conte- 
nuto di mannosio. 


Gli inibitori hanno facilitato lo studio della 
glicosilazione caratterizzata da legami N 


[822 ] La definizione della sequenza di eventi che ac- 
compagnano il processo di glicosilazione è stata faci- 
litata dall’uso di inibitori che bloccano specifici enzi- 
mi coinvolti in questo processo. Due dei composti più 
utilizzati a questo scopo sono gli antibiotici tunica- 
micina (Fig. 21.19a), un analogo idrofobico dell’UDP- 
N-acetilglucosammina, e bacitracina (Fig. 21.20), un 
polipeptide ciclico. Queste molecole furono scoperte 


proprio per la loro capacità di inibire la biosintesi 
della parete cellulare dei batteri, un processo a cui 
partecipano oligosaccaridi legati a lipidi. La tunica- 
micina blocca la formazione dei dolicolo-PP- 
oligosaccaridi, inibendo la sintesi del dolicolo-PP-N- 
acetilglucosammina a partire dal dolicolo-P e dall’UDP- 
N-acetilglucosammina (Fig. 21.15, reazione 1). La tu- 
nicamicina ha una struttura simile a quella del com- 
posto di addizione di questi due reagenti (Fig. 21.19b) 
e si lega all’enzima con una costante di dissociazione 
di 7X1079M. 

La bacitracina forma un complesso con il dolicolo- 
PP, inibendo la sua defosforilazione (Fig. 21.15, rea- 
zione 7) e quindi impedendo la sintesi delle glicopro- 
teine da precursori oligosaccaridici legati a lipidi. La 
bacitracina è clinicamente utile in quanto distrugge 


Ja parete cellulare dei batteri, ma non ha alcun effet: 


to sulle cellule animali non essendo in grado di attra- 
versarne la membrana (la biosintesi della parete cel- 
lulare dei batteri è un processo extracellulare). 


Gli oligosaccaridi legati con legami O 
vengono formati dopo la sintesi della proteina 


[923 ] Gli studi sulla biosintesi della mucina, una gli- 
coproteina con legami O secreta dalla ghiandola sali- 
vare sottomandibolare, hanno stabilito che gli oligo- 
saccaridi legati con legami O vengono sintetizzati nel- 
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NADPH+ H* 


Glucosio- 
6-fosfato 
deidrogenasi 


Glucosio-6- 
fosfato (G6P) 


6-fosfoglucono- 
>lattone 


CH,OPO? 


Gliceraldeide — Sedoe 


-3-fosfato fosfato (S7P) 
(GAP) 


7| Transaldolasi 


6-fosfo- 
glucono- 
lattonasi 


‘Transchetolasi 
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Ribulosio-5- 


gluconato fosfato (Ru5P) 


‘Ribulosio-5-fosfato 
isomerasi 


Ribosio-5- 
fosfato (R5P) 


‘Ribulosio-5-fosfato 
«pimerasi 


OPO5 
Xilulosio-5- 
fosfato (Xu5P) 


“HOC 


H—- C7O 8 _ H_C-0N ua E 
| CH30PO7 :H70P wi CH30PO7 :. 1 CH,0P0? 
Fruttosio-6- Eritrosio-4- Fruttosio Gliceraldeide 
fosfato (F6P) fosfato (E4P) -6-fosfato -3-fosfato 
(F6P) (GAP) 


Figura 21.22 La via del pentosio fosfato. Il numero delle linee nelle 
frecce rappresenta il numero di molecole che reagiscono in un ciclo 
della via, in modo da convertire tre molecole di glucosio in tre mole- 
cole di CO., due di F6P e una di GAP. Per maggiore chiarezza, gli 
zuccheri dalla reazione 3 in poi sono mostrati nelle loro forme linea- 


ri. Lo scheletro carbonioso del RS5P e gli atomi di carbonio che da 
esso derivano sono indicati in rosso. L'unità C, trasferita dalla tran- 
schetolasi è in verde, mentre l’unità C3 trasferita dalla transaldolasi 
è in un riquadro azzurro. 


si VESRE È 


EZA|EZAa 
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il NADPH e il NADH non sono metabolicamente inter- 
cambiabili (ricordate che questi coenzimi differisco- 
no soltanto per un gruppo fosforico legato all’ossi- 
drile 2’ dell’adenosina del NADPH; Fig. 12.2). Men- 
tre il NADH partecipa all’utilizzazione dell’energia 
libera, generata dalle ossidazioni metaboliche per la 
sintesi di ATP (fosforilazione ossidativa), il NADPH 
partecipa invece nell’utilizzazione dell’energia libera 
prodotta dalle ossidazioni metaboliche nelle reazioni 
biosintetiche endoergoniche. 
Questa differenziazione è possibile perché gli enzi- 
mi deidrogenasici che partecipano al metabolismo os- 
sidativo al metabolismo riduttivo hanno un elevato 
grado di specificità nei confronti dei loro coenzimi. 
Di norma, le cellule mantengono il rapporto 
[NAD+]/[NADHI] intorno a un valore di 1000, che fa- 
vorisce le ossidazioni metaboliche, e il rapporto 
[NADP*]/[NADPH] vicino a 0,01, che favorisce in- 
vece le riduzioni metaboliche. 
[926 ] Il NADPH viene generato dall’ossidazione del GGP 
in una via metabolica alternativa alla glicolisi, la via 
del pentosio fosfato (chiamata anche shunt del- 
l’esosio monofosfato (HMP) oppure via del fosfo- 
gluconato; Fig. 21.22). Le prime prove sperimentali 
dell’esistenza di questa via metabolica furono otte- 
nute da Otto Warburg intorno al 1930, quando sco- 
prì il NADP+ mediante i suoi studi sull’ossidazione 
del G6P a 6-fosfogluconato. Altre indicazioni in que- 
sto senso derivano dalle osservazioni che i tessuti con- 
tinuano a respirare anche in presenza di elevate con- 
centrazioni di ione fluoruro che, come abbiamo vi- 
sto, blocca la glicolisi inibendo l’enolasi (paragrafo 
16.21). Fu soltanto negli anni ’50 che la via del pento- 
sio fosfato fu definitivamente caratterizzata da Frank 
Dickens, Bernard Horecker, Fritz Lipmann e Efraim 
Racker. I tessuti più attivamente coinvolti nella bio- 
sintesi degli acidi grassi e del colesterolo (il fegato, 
la ghiandola mammaria, il tessuto adiposo e la cor- 
teccia surrenale) hanno elevati contenuti degli enzi- 
mi della via del pentosio fosfato. 

La reazione complessiva della via del pentosio fo- 
sfato è 


3G6P + 6NADP* +3H,0 == 
== 6NADPH + 6H* + 3C0, + 2F6P +GAP 


x 


È possibile però dividere la via in tre fasi: 


1. Le reazioni ossidative (Fig. 21.22, reazioni 1.3), che 
producono NADPH e ribulosio-5-fosfato (Ru5P). 


3G6P +6NADP+ 3H,0 —> 
——> GNADPH + 6H* + 3C0; + 3Ru5P 


2. Le reazioni di isomerizzazione e di epimerizza- 
zione (Fig. 21.22, reazioni 4 e 5), che trasformano 
il Ru5P rispettivamente in ribosio-5-fosfato 
(R5P) oppure in xilulosio-5-fosfato (XuS5P). 


3Ru5P == R5P +2Xu5P 


3. Una serie di reazioni di formazione e di rottura 
di legami C—C (Fig. 21.22, reazioni 6.8) che con- 
vertono due molecole di Xu5P ed una molecola 
di R5P in due molecole di fruttosio-6-fosfato (F6P) 
e in una molecola di gliceraldeide-3-fosfato (GAP). 


R5P + 2Xu5P =* 2F6P + GAP 


Le reazioni delle fasi 2 e 3 sono liberamente reversi- 
bili e quindi i livelli dei prodotti della via variano 
con le necessità della cellula. Per esempio, quando 
vi è la richiesta di R5P per la biosintesi dei nucleoti- 
di, la terza fase produce meno FG6P e GAP. 

In questo paragrafo discuteremo le tre fasi della via 
del pentosio fosfato e come essa viene controllata 
e vedremo anche le conseguenze di alcune sue ano- 
malie. 


A. Le reazioni ossidative 
per la produzione del NADPH 


[927 ] Soltanto nelle prime tre reazioni della via del 
pentosio fosfato si ha la formazione di NADPH. 


1. La glucosio-6-fosfato deidrogenasi catalizza il 
trasferimento di uno ione idruro dal C(1) del G6P 
al NADP* formando 6-fosfoglucono-ò-lattone 
(Fig. 21.23). Il GGP, un emiacetale ciclico con l’ato- 
mo C(1) nello stato di ossidazione aldeidico, viene 
ossidato a un estere eterociclico (un lattone). L’en- 
zima è specifico per il NADP* e viene inibito 
fortemente dal NADPH. 

2. La 6-fosfoglucono lattonasi aumenta la velocità 
di idrolisi del 6-fosfoglucono-3-lattone a 6-fosfo- 
gluconato (anche la reazione non enzimatica av- 
viene a una velocità sostenuta), il substrato del- 
l'enzima ossidativo successivo della via metabolica. 

3. La fosfogluconato deidrogenasi catalizza la de- 
carbossilazione ossidativa del 6-fosfogluconato, un 
B-ossiacido, a Ru5P e CO, (Fig. 21.24). La reazio- 
ne è simile a quella catalizzata dall’enzima del 
ciclo dell’acido citrico isocitrato deidrogenasi (pa- 
ragrafo 19.3C). 


La formazione del Ru5P completa la fase ossidativa 
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‘<< Figura 21.27 La transaldolasi contiene un residuo di Lys essenziale 


che forma una base di Schiff con il S7P per facilitare la reazione 
di scissione aldolica. La reazione avviene nel seguente modo: (1) il 


gruppo amminico e del residuo di Lys essenziale forma una base di‘ 


Schiff con il. gruppo carbonilico del S7P. (2) Si forma un carbanione 
stabilizzato della base di Schiff durante la reazione di scissione aldo- 
lica che porta alla rottura del legame tra C(3) e C(4) con eliminazione 
di E4P. (3) Il carbanione stabilizzato per risonanza legato all’enzima 
si lega all’atomo di carbonio carbonilico della GAP formando F6P 
legato all’enzima attraverso una base di Schiff. (4) La base di Schiff 
viene idrolizzata, rigenerando l'enzima attivo e rilasciando F6P. 


La transaldolasi catalizza il trasferimento 


[9831] La transaldolasi catalizza il trasferimento di una 
unità C3 dal S7P alla GAP formando eritrosio-4-fo- 
sfato (E4P) e FGP (Fig. 21.22, reazione 7). La reazio- 
ne avviene mediante una scissione aldolica (paragra- 
fo 16.2D) che inizia con la formazione di una base 
di Schiff tra un gruppo amminico e di un residuo 
essenziale di Lys del gruppo carbonilico del S7P (Fig. 
21.27). 


In una seconda reazione la transchetolasi 
forma GAP e una seconda molecola di F6P 


[932 ] La transchetolasi, in una seconda reazione, tra- 
sferisce una unità C, da una seconda molecola di 
XuS5P all’E4P formando GAP e un’altra molecola di 
F6P (Fig. 21.22, reazione 8). La terza fase della via 
del pentosio fosfato trasforma quindi due molecole 
di Xu5P e una di R5P. in due molecole di F6P e una 
di GAP. Queste trasformazioni dello scheletro carbo- 


nioso (Fig. 21.22, reazioni 6-8) sono riassunte nella 


Fig. 21.28. 


D. Controllo 
della via del pentosio fosfato 


[933]I prodotti principali della via del pentosio fo- 
sfato sono il R5P ed il NADPH. Le reazioni della tran- 


(@) Gg ® Coe + Ga 
(7) C+ Cg ==> Cet C, 
(8) Co + Cq È C+ C3 


(Somma) 3C, == 2Cg + Cg 


Figura 21.28 La formazione e la rottura di legami C—C che converto- 


no tre molecole di zuccheri Cs in due molecole di Cg ed una mole- 
cola di C3 nella via del pentosio fosfato. I numeri alla sinistra di ogni 
reazione corrispondono a quelli delle reazioni riportate nella Fig. 21.22. 


[934][935] 
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schetolasi e della transaldolasi servono a convertire 
l'eccesso di R5P in intermedi glicolitici, quando la 
richiesta metabolica di NADPH supera quella di R5P 
per la biosintesi dei nucleotidi. Il FEP e la GAP che 
si formano vengono consumati attraverso la glicolisi 
e la fosforilazione ossidativa oppure riciclati da parte 
della gluconeogenesi per riformare GGP. 
In quest’ultimo caso, una molecola di G6P può essere 
convertita, ‘attraverso sei cicli della via del pentosio 
fosfato e la gluconeogenesi, in sei molecole di CO; con 
la concomitante formazione di 12 molecole di NADPH. 
Quando la richiesta di R5P supera quella del NADPH, 
il F6P e la GAP possono essere prelevati dalla via gli- 
colitica e usati per la sintesi di R5P mediante le rea- 
zioni inverse della transaldolasi e della transchetolasi. 
Il flusso attraverso la via del pentosio fosfato e quin- 
di la velocità di produzione del NADPH è controllato 
dalla velocità della reazione della glucosio-6-fosfato 
deidrogenasi (Fig. 21.22, reazione 1). L’attività di que- 
sto enzima, che catalizza la prima tappa di comando 
della via del pentosio fosfato (AG= — 17,6 kJ- mol! 
nel fegato), viene regolata dalla concentrazione del 
NADP+ (disponibilità del substrato). Quando una 
cellula consuma NADPH, la concentrazione di 
NADP* aumenta insieme alla velocità della reazio- 
ne della glucosio-6-fosfato deidrogenasi, stimolando 
quindi la rigenerazione di NADPH. 


E. Deficienza 
di glucosio-6-fosfato deidrogenasi 


[934 | I1 NADPH è necessario oltre che per le biosin- 
tesi anche per diversi processi riduttivi. 

Per esempio, l’integrità della membrana dell’eritro- 
cita richiede un rifornimento continuo di glutatione 
ridotto (GSH), un tripeptide che contiene Cys (para- 
grafo 14.4). 

Una delle funzioni principali del glutatione nell’eri- 
trocita è l’eliminazione dell’H,0, e dei perossidi or- 
ganici. 

L’acqua ossigenata, un prodotto tossico di diversi 
processi ossidativi, reagisce con i doppi legami de- 
gli acidi grassi della membrana cellulare dell’eritro- 
cita formando perossidi organici. Questi, a loro vol- 


| ta, danno origine a reazioni che portano alla rot- 


tura di legami C—C dell’acido grasso, danneggian- 
do la membrana. Nell’eritrocita, la formazione non 
controllata di perossidi determina la lisi prematu- 
ra della cellula. I perossidi vengono eliminati me- 
diante l’azione della glutatione perossidasi, uno 
dei pochi enzimi che hanno il selenio come cofatto- 
re, e la formazione di glutatione ossidato (in forma 
di disolfuro, GSSG). 


Altre vie del metabolismo dei carboidrati 669 


glutatione 
perossidasi 
2GSH +R—-0-0-H ——> GSSG+ROH+H,0 
perossido 
organico 


Il GSH viene poi rigenerato mediante la riduzione 
del GSSG da parte del NADPH, catalizzata dalla glu- 
tatione reduttasi (paragrafo 14.4). i 


glutatione 
reduttasi 
GSSG+NADPH+H* —_- 2GSH+NADP* 


Un costante rifornimento di NADPH è quindi essen- 
ziale per l’integrità dell’eritrocita. 


La primachina determina un’anemia emolitica 
in soggetti con una deficienza 
di glucosio-6-fosfato deidrogenasi 


[935 ] La somministrazione di alcuni farmaci, compre- 
so l'agente antimalarico primachina, determina una 
grave anemia emolitica in soggetti con una 
glucosio-6-fosfato deidrogenasi mutata, un difetto ge- 
netico comune tra le popolazioni asiatiche e mediter- 
ranee 


îa 
NH—CH—CHy—CH,—CH,—NH, 


N 
x 


2 
Primachi 


H3C0 


Questo difetto, legato al sesso, è dovuto a un gene 
alterato per la glucosio-6-fosfato deidrogenasi. Nella 
maggior parte delle condizioni, gli eritrociti mutanti 
possiedono quantità sufficienti di attività dell’enzi- 
ma per le loro funzioni normali. La primachina, pe- 
rò, stimola la formazione di perossidi e incrementa 
la domanda di NADPH a livelli che la cellula mutan- 
te non è in grado di produrre. Il principale motivo 
dei bassi livelli dell’attività dell’enzima nelle cellule 
mutate è l’accelerata velocità di demolizione dell’en- 
zima mutato (la degradazione delle proteine è discus- 
sa nel paragrafo 30.6). Questa osservazione'spiega per- 
ché i pazienti con un difetto di glucosio-6-fosfato dei- 
drogenasi reagiscono alla primachina con un’anemia 
emolitica, ma si riprendono in una settimana anche 
se il trattamento con primachina continua. Gli eri- 
trociti maturi mancano del nucleo e di tutto il mac- 
chinario per la sintesi delle proteine e quindi non 
possono sostituire le molecole enzimatiche che ven- 
gono degradate (allo stesso modo non possono sinte- 
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tici che, direttamente 0 indirettamente, consumano 
gli organismi fotosintetici. Infatti, anche l’industria 
moderna è strettamente dipendente dai prodotti del- 
la fotosintesi, in quanto il carbone, il petrolio e il gas 
(i cosiddetti combustibili fossili) sono i resti di orga- 
nismi preistorici. È stato stabilito che la fotosintesi 
fissa annualmente circa 101! tonnellate di carbonio, 


PROBLEMI _ 


937 


1. Confrontate l'efficienza energetica relativa, espressa 
in molecole di ATP per molecola di glucosio ossida- 


NADH+NADP* == NAD ++NADPH 


to, dell’ossidazione del glucosio attraverso la via in condizioni fisiologiche? Assumete che il AG°‘ sia 
glicolitica + il ciclo dell'acido citrico con quella del uguale a zero e che T sia 37 °C. che rappresenta l’immagazzinamento di oltre 10!5 
l'ossidazione del glucosio attraverso la via del pento- . di = kJ di energia. La fotosintesi ha prodotto, inoltre, nel 
sio fosfato +la gluconeogenesi. Assumete che il NADH 6. Se il GGP è marcato con ‘C nella posizione C(2), qual corso di eoni l'ossigeno presente nell'atmosfera della 
ed il NADPH siano ugualmente ener getici ed equiva- a. Gi nda Dop ug Terra. 
DI . VI 
lenti a tre molecole di ATP. So; Qui i da ei pi Il concetto che le piante traggono nutrimento da 
2. Anche se gli animali non possono sintetizzare gluco- passaggio di questi prodotti attraverso la gluconeo- cose così impalpabili come la luce e l’aria ha impie- 
sio da acetil-CoA, se un ratto viene alimentato con genesi e un secondo giro nella via del pentosio fosfato? gato circa due secoli prima di essere accettato. Nel 
1648, il medico fiammingo Jean-Baptiste von Helmont 


riportò che la crescita di un salice non determinava 


acetato marcato con !*C, una frazione della marca- 
significative variazioni nel peso del terreno in cui 


tura appare nel glicogeno estratto dai suoi muscoli. +7. Le velocità metaboliche relative in un organismo della 


glicolisi +il ciclo dell’acido citrico in rapporto alla via 


Spiegate il perché. i 
el pentosio fosfato +la gluconeogene i possono es «na 
3. Le sostanze che inibiscono specifiche tappe del pro- ci cuate ei la ia i produzio- l'albero aveva messo le radici. Anche se doveva an- 
cesso di modificazione delle glicoproteine con lega- ne di !4CO, dopo somministrazione di glucosio mar- cora passare circa un secolo perché venisse formula- 
mi N sono stati utilizzati PSE identificare le sue di- cato con *"C sull’atomo C(1) oppure sull’atomo C(6). ta la legge della conservazione della materia, van Hel- 
verse fasi. Spiegate il perché. - spiegate il perché. mont attribuì l'aumento del peso dell’albero all’ac- 
4. Mediante l'ingegneria genetica avete ottenuto un en- 8. Alla luce del fatto che una fia ia .qua che aveva assunto. Questa idea fu ripresa ed este- 
zima non più regolabile che può utilizzare sia NAD* î lune CADERE ZIE LOT sa nel 1727 da Stephen Hales che propose che le piante 
Her î ì che vantaggiosa, determina una anormale sensibilità - Nodi 
che NADP* in una reazione redox. Quali saranno ; » - ; è estraessero parte della loro materia dall’aria. 
1 fisiologiche di Z bh alla primachina, combinata con l’enorme complessi ; Pogii ta ; i 
e conseguenze fisiolo che di un organismo che pos- tà genetica degli esseri umani, commentate la p adi La prima indicazione che le piante producono ossì- 
sieda un enzima di questo tipo? ;Tità di ; " no fu ottenuta dal prete inglese Jose h Priestle 
bilità di produrre un farmaco che non presenti effet- geno fu ottenuta prete Ing PI ya 
uno dei pionieri della chimica, che riportò 


Qual è la variazione di energia libera della reazione ti collaterali atipici in un individuo. 
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La validità dell’ipotesi di van Niel fu stabilita in 
modo inequivocabile da due prove sperimentali. Nel 
1937, Robert Hill scoprì che quando i cloroplasti iso- 
lati vengono illuminati senza CO, ma in presenza 
di un accettore artificiale di elettroni come il ferri- 
cianuro [Fe(CN)$-], si ha ugualmente sviluppo di os- 
sigeno, insieme alla contemporanea riduzione dell’ac- 
cettore (nel nostro esempio il ferricianuro diventa fer- 
rocianuro, Fe(CN)g-). Questa reazione, detta reazio- 
ne di Hill, dimostra che la CO, non partecipa di- 
rettamente alle reazioni che producono ossigeno. Fu 
poi scoperto che il naturale accettore di elettroni fo- 
tosintetico era il NADP+ (paragrafo 22.2C), il cui 
prodotto di riduzione, il NADPH, veniva utilizzato 


Figura 22.3 Formule chimiche della clorofilla a, 
della clorofilla b e delle batterioclorofille a e b, 
confrontate con quella della ferro-porfirina IX (il 
gruppo eme). Le code fitiliche e geranilgeranili- 
che aumentano probabilmente la solubilità della 
clorofilla in ambienti non polari. 


Clorofilla 


Clorofilla a 


Clorofilla b 


Batterioclorofilla a 


Batteriocilorofilla b 


nelle reazioni al buio per la riduzione della CO; a 
carboidrati (paragrafo 22.3A). Nel 1941, quando di- 
venne disponibile l’isotopo ‘0, Samuel Ruben e 
Martin Kamen poterono dimostrare che la fonte del- 
l’ossigeno che si sviluppa nella fotosintesi è l’acqua: 


luce 


H,'0 + CO, iL (CH:0) + 180, 


In questo paragrafo vengono discussi i principali 
aspetti delle reazioni alla luce. 


A. Assorbimento della luce 


[s42]1l principale fotorecettore della fotosintesi è la 


Thi 

CH CHg 
H3C CH=CH; 
HgC CH3 
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mi 

CHa CHa 

c= c=0 
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Protoporfirina IX 
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î 

—CH=CH, —C—H  —CH,-CHz p 
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Il a a 3 
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®Non vi sono doppi legami tra le posizioni C(3) e C(4). 
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Catena laterale fitilica 


A 7 7 


Catena laterale geranilgeranilica 


Sie PAN LI mici imiomerzio sima 


[943] 


Fotosintesi 677 


© 88-08-10538-5 


clorofilla. Questo tetrapirrolo ciclico, simile al grup- 
po eme delle globine dei citocromi (paragrafi 9.1A 
e 20.2E), è un derivato biosintetico della protoporfiri- 
na IX. La clorofilla differisce dal gruppo eme sotto 
diversi aspetti (Fig. 22.3): 


1. Il suo atomo centrale di metallo è il magnesio 
(Mg?+), invece del Fe(Il) oppure del Fe(IIl). 

2. Ha un anello ciclopentanonico, l’anello V, fuso al- 
l’anello pirrolico III. 

3. L’anello pirrolico IV è parzialmente ridotto nella 
clorofilla a (Chl a) e nella clorofilla b (Chl b), 
le due principali varietà di clorofilla degli euca- 
rioti e dei cianobatteri. Nella batterioclorofilla 
a (BChl a) e nella batterioclorofilla b (BChl b), 
le principali clorofille dei batteri fotosintetici, gli 
anelli II e IV sono parzialmente ridotti. 

4. La catena laterale propionilica dell’anello IV è este- 
rificata ad un alcol tetraisoprenoide. Nelle Chl a 
e b l'alcol può essere il fitolo oppure il geranil- 
geraniolo, a seconda della specie batterica. 


La Chl b ha un gruppo formilico al posto del sosti- 
tuente metilico sull’anello II della Chl a. Analogamen- 
te, BChl a e BChl b hanno sostituenti diversi sull’ato- 
mo C(4). 


La luce e la materia interagiscono 
in modi complessi 


[943] Dato che la fotosintesi è un processo guidato 
dalla luce, diventa necessario rivedere come intera- 
giscono la luce e la materia. Una radiazione elettro- 
magnetica si propaga sotto forma di quanti (fotoni) 
discreti, la cui energia E è data dalla legge di Planck: 


pianga te 
DN 


[22.1] 
dove h è la costante di Planck (6,626x 10734 J- s), 
c è la velocità della luce (2,998 x 108 m - s7! nel vuo- 
to), v è la frequenza della radiazione e A è la sua 
lunghezza d’onda (il campo della luce visibile ha lun- 
ghezze d’onda tra 400 e 700 nm). La luce rossa quin- 
di, con una lunghezza d’onda di 700 nm ha un’ener- 
gia di 171 kJ- einstein”! (un einstein corrisponde 
a una mole di fotoni). 

Le molecole, come gli atomi, possiedono numerosi 
stati quantitici con livelli energetici diversi. Poiché 
le molecole hanno più di un nucleo, ognuno dei loro 
stati elettronici ha una serie di sottostati vibrazionali 
e rotazionali con livelli energetici simili (Fig. 22.4). 
L’assorbimento della luce da parte di una molecola 
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Figura 22.4 Diagramma energetico che mostra gli stati elettronici del- 
la clorofilla e i principali sistemi di interconversione. Le frecce a onde 
rappresentano l'assorbimento di un fotone oppure un’emissione fluo- 
rescente. L'energia di eccitazione può essere dissipata anche in pro- 


cessi senza radiazioni come la conversione interna (produzione di . 


calore) oppure reazioni chimiche. 


avviene, di solito, mediante passaggio di un elettro- 
ne dal suo orbitale molecolare nello stato basale (quel- 
lo con l’energia più bassa) a uno con energia più ele- 
vata. Una data molecola può assorbire solo fotoni a 
una certa lunghezza d’onda in quanto, come è richie- 
sto dalla legge di conservazione dell’energia, la diffe- 
renza energetica tra i due stati deve corrispondere esat- 
tamente all’energia del fotone assorbito. 

La quantità di luce assorbita da una sostanza a una 
data lunghezza d’onda è descritta dalla legge di Beer- 
Lambert: 

I= Ip10€° [22.2] 
dove Ip ed I sono rispettivamente l’intensità della lu- 
ce incidente e della luce trasmessa, cè la concentra- 
zione molare del campione, zè la lunghezza, in cm, 
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680 Capitolo 22 


(a) Fotone 


Fotone SVVIT>*>DA1LIE 


(b) 
Stati eccitati 
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Molecole di pigmenti antenna Clorofilla 
del centro 
di reazione 


Figura 22.7 Il flusso di energia attraverso un complesso antenna foto- 
sintetico. (a) L'eccitazione prodotta dall’assorbimento di un fotone 
migra casualmente mediante trasferimento dell’eccitazione tra le mo- 
lecole del complesso antenna (i cerchi in verde meno intenso) fino 
a che non viene intrappolata dalla clorofilla di un centro di reazione 
(i cerchi in verde più intenso) oppure, meno frequentemente, viene 
riemessa per fluorescenza. (b) L'eccitazione viene intrappolata nella 
clorofilla del centro di reazione in quanto il suo stato eccitato più 
basso ha un'energia minore rispetto alle altre molecole di pigmento 
dell'antenna. 


dei complessi che raccolgono la luce (LHC) non 
è stata ancora ben definita, sembra probabile che es- 
si siano schiere di proteine idrofobiche legate alla 
‘ membrana contenenti ciascuna diverse molecole di 
pigmento. Per esempio, una proteina antenna del bat- 
terio fotosintetico verde Prosthecochloris aestuarii, la 
cui struttura è stata determinata da Brian Matthews 
(Fig. 22.8) mediante analisi ai raggi X, è un trimero 


con subunità identiche di 47 kD e ciascuna subunità 
contiene 7 molecole di BChl a. Queste catene poli- 
peptidiche sono costituite grosso modo da 15 fogliet- 
ti B che circondano il nucleo contenente la clorofilla. 
Questa proteina è stata descritta come una «borsa di 
corda» per contenere molecole di pigmento. Gli anel- 
li porfirinici non sono così vicini da generare contat- 
ti di van der Waals e sono orientati in un modo piut- 
tosto complesso. Questa organizzazione è forse quel- 
la ottimale per avere un trasferimento di eccitoni at- 
traverso l’LHC con la massima efficienza. 
[346] La maggior parte dei LHC contengono schiere 
organizzate di altre sostanze, che assorbono la luce, 
diverse dalla clorofilla. Questi pigmenti accessori 
servono a completare lo spettro di assorbimento dei 
complessi antenna nelle regioni in cui le molecole 
di clorofilla non sono molto efficaci (Fig. 22.5). I ca- 
rotenoidi, polieni lineari come il B-carotene, 


B-carotene 


sono presenti in tutte le piante verdi e in molti batte- 
ri fotosintetici e sono tra i pigmenti accessori più co- 
muni (a loro sono dovuti i colori brillanti che assu- 
mono in autunno gli alberi decidui e il colore aran- 
cione delle carote, da cui hanno preso il nome). Gli 
organismi fotosintetici che vivono nell’acqua e sono 
responsabili di circa la metà della fotosintesi sulla Ter- 
ra, contengono altri tipi di pigmenti accessori, in 
quanto la luce, al di fuori delle lunghezze d’onda 
tra 450 e 550 nm (la luce blu e verde), viene assorbita 
quasi completamente durante il suo passaggio attra- 
verso 10 metri di acqua. Nelle alghe rosse e nei cia- 
nobatteri, la Chl a viene quindi sostituita come pig- 
mento antenna da una serie di tetrapirroli lineari, 
in particolare la ficoeritrobilina rossa e la ficocia- 
nobilina blu (gli spettri di queste molecole sono nel- 


la Fig. 22.5) 
Etile nella 
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[947] 
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Figura 22.8 La struttura di una subunità di una proteina contenente 
batterioclorofilia a del P. aestuarii. Lo scheletro della catena polipep- 
tidica (sono mostrate soltanto le posizioni dei C,), è ripiegato in una 
struttura che è costituita da quindici catene in struttura #8 (în arancio). 
Le catene laterali fitiliche e gli altri sostituenti delle sette molecole 
di BChI a della subunità non sono state riportate nella figura per mag- 
giore chiarezza. (Fonte: MATTHEWS, B.W., FENNA, R.E., BOLOGNESI, 
M.C., ScHMID, M.F. e OLSON , ].M., /. Mol. Biol., 131, p. 272, 1979.) 


Gli stati eccitati più bassi di questi vari tipi di biline 
contengono più energia di quelli della clorofilla, faci- 
litando quindi il trasferimento dell’energia ai centri 
di reazione. Le biline sono legate covalentemente al- 
le ficobiliproteine che sono, a loro volta, organiz- 
zate in particelle a elevata massa molecolare, chia- 


Fotosintesi 681 


mate ficobilisomi. Queste strutture sono legate alla 
faccia esterna delle membrane fotosintetiche in mo- 
do da incanalare l’energia di eccitazione ai centri di 
reazione, anche per lunghe distanze, con una resa 
superiore al 90%. 


B. Trasporto degli elettroni 
nei batteri fotosintetici 


[947 ] La fotosintesi è un processo in cui gli elettroni 
passano dalle molecole di clorofilla eccitate a una se- 
rie di accettori che convertono l’energia degli elettroni 
in energia chimica. A questo punto ci si può chiede- 
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684 Capitolo 22 


LUCE 


Lo 


(a) Os Coppia speciale 


BCNI a accessoria 


BPheo a 
N 


d 


Ubichinone (0g) &: 


(c) 200 x 10712 s 


< Figura 22.10 La sequenza delle eccitazioni nel centro di reazione 


fotosintetico dei batteri. | cromofori del centro di reazione sono mo- 
strati con lo stesso orientamento della Fig. 22.9. Notate che i loro 
anelli, ma non le loro catene laterali alifatiche, sono strettamente or- 


ganizzati con una doppia simmetria. (a) AI tempo zero, viene assorbi- - 


to un fotone da parte della «coppia speciale» di molecole di BChI 
a ed entrambe raggiungono uno stato eccitato (in ogni fase la (o le) 
molecola(e) eccitata(e) è indicata in rosso). (6) Dopo 4 ps un elettrone 
eccitato è passato alla BPheo della subunità L (braccio destro del si- 
stema), senza passare attraverso alla BChI a accessoria. La coppia spe- 
ciale ha ora una carica positiva. (c) Circa 200 ps più tardi, l’elettrone 
eccitato si è trasferito sul menachinone (Qa). (d) Nei successivi 
100 us, il citocromo riduce la «coppia speciale» eliminando la carica 
positiva, mentre l’elettrone eccitato migra sull’ubichinone (Qg). Do- 
po circa un secondo, questo composto assume due protoni dalla so- 
luzione e li scambia con un gruppo di molecole di ubichinone legate 
alla membrana. 


Gli stati elettronici delle molecole che partecipano 
a reazioni veloci possono essere identificati 
con tecniche di EPR e di spettroscopia a laser 


[949] Come abbiamo visto prima, il tempo necessa- 
rio al completamento di un ciclo delle reazioni foto- 
sintetiche è di pochi millisecondi. Quindi questa se- 
quenza di reazioni può essere seguita soltanto da si- 
stemi di misura che possono valutare modificazioni 
elettroniche molto rapide nelle molecole. Due tecni- 
che sembrano particolarmente adatte a questi scopi: 


1. La spettroscopia a risonanza paramagnetica 
elettronica (EPR) (detta anche a risonanza di 
spin elettronico (ESR)), che valuta lo spin degli 
elettroni non appaiati in maniera analoga alla mi- 
sura dello spin nucleare nella spettroscopia NMR. 
Una molecola con elettroni non appaiati, come un 
radicale organico, oppure uno ione di un metallo 


di transizione, ha un caratteristico spettro EPR, 


in quantò i suoi elettroni non appaiati interagi- 
scono con il campo magnetico generato dai nuclei 
e dagli altri elettroni della molecola. Specie mole- 
colari anche con una vita molto breve pari a 
10-!!s possono presentare spettri EPR facilmen- 
te identificabili. 

2. La spettroscopia ottica, usando laser pulsanti. Pos- 
sono essere generati lampi laser più brevi di un 
femtosecondo (fs, 10-'5s). Misurando lo sbianca- 
mento (scomparsa) di certe bande di assorbimen- 
to e la comparsa di altre, la spettroscopia a laser 
può seguire, nel tempo, il processo di una reazio- 
ne veloce. 


L’assorbimento di fotoni provoca una rapida 
fotoossidazione della «coppia speciale» 


[850] La sequenza di eventi fotochimici mediata dal 


[951] 


Fotosintesi 685 


© 88-08-10538-5 


centro di reazione fotosintetico appare nella Fig. 
22.10: 


(a) L’evento fotochimico primario nella fotosintesi dei 
batteri è l’assorbimento di un fotone da parte di 
una coppia speciale (P870 oppure P960 a secon- 
da che contenga BChl a o BChl b; per semplicità 
assumiamo che sia il P870). Questo evento è pra- 
ticamente istantaneo; esso avviene in un tempo 
inferiore a 1 fs, circa il tempo di una oscillazione 
dell’onda della luce. Le misure all’EPR hanno sta- 
bilito che il P870 è, infatti, una coppia di moleco- 
le di BChl a e che l’elettrone eccitato è delocaliz- 
zato su entrambe le molecole. 

(©) Il P870*, lo stato eccitato del P870, ha una vita 
molto breve. La spettroscopia a laser ha dimo- 
strato che 4 picosecondi (ps; 107!?s) dopo la sua 
formazione il P870* ha già trasferito un elettro- 
ne alla BPheo a sulla sua destra nella Fig. 22.10b, 
per formare P870* BPheo a-. Durante la forma- 
zione di questa coppia di radicali, l’elettrone tra- 
sferito passa molto vicino a una molecola di 
BChl a, ma non sembra ridurla nel suo transito; 
questa molecola viene quindi detta clorofilla ac- 
cessoria, ma la sua posizione fa pensare che pos- 
sa avere una funzione importante nel convoglia- 
mento degli elettroni. 

(c) Circa 200 ps più tardi, l’elettrone è migrato fino 
al menachinone (oppure, in alcune specie, a una 
seconda molecola di ubichinone), chiamato Qa, 
formando un radicale semichinonico anionico, 
Qa. Tutti questi trasferimenti di elettroni han- 


-0,6 


P870* 
av 
-0,4 BChI a 


N 


no, come è rappresentato nella Fig. 22.11, uno 
stato energetico progressivamente più basso, ren- 
dendo questo processo irreversibile. 


La rimozione molto rapida dell’elettrone eccitato dalle 
vicinanze del P870* è una proprietà essenziale del 
centro di reazione fotosintetico; ciò impedisce che rea- 
zioni inverse possano riportare l’elettrone al P870+ 
e quindi concedere un tempo sufficientemente lun- 
go per un processo di conversione interna che di- 
sperde l’energia di eccitazione in calore. Evitando que- 
sto spreco, questa sequenza di trasferimenti di elet- 
troni è così efficiente che la sua resa-quantica com- 
plessiva (il rapporto tra il numero di molecole che 
hanno reagito e il numero di fotoni assorbito è vir- 
tualmente pari al 100%. Nessuna apparecchiatura co- 
struita dall’uomo si è mai avvicinata a tale efficienza. 


Gli elettroni ritornano 
alla coppia speciale fotoossidata attraverso 
una catena di trasporto degli elettroni 


[951]La rimanente parte del processo fotosintetico 
di trasporto degli elettroni avviene in tempi molto 
più lunghi. Circa 100ps dopo la sua formazione, il 
Qa, che occupa una tasca idrofobica della proteina, 
trasferisce il suo elettrone eccitato a una molecola di 
ubichinone, Qz, molto più esposta al solvente e for- 
mando Q; (Fig. 22.10d). Il Fe(Il) non eminico non 
viene ridotto dal passaggio dell’elettrone, ma la sua 
partecipazione a questo processo è dimostrata dal fatto 


BPheo a H* (Assunzione di protoni 


a di dal citoplasma) b 
-0,2 Q 
s 


Citocromo ca 


40.4 ser 


P870 


hv Q pool 


i-——» H* (Rilascio di protoni 
all'interno del cromatoforo) 


Figura 22.11 La catena di trasporto degli elettro- 
ni nel centro di reazione fotosintetico dei batteri 
purpurei fotosintetici insieme ai valori approssi- 
mati dei loro potenziali di riduzione standard. 
Una descrizione più dettagliata della parte nel 
riquadro colorato non è ancora disponibile. 
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[956] 
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forte 
X- NADP*+ H* 
Potenziale Riducente x 
di riduzione debole DCMU 
I NADPH 
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Citocromo f 
hv bS 
H30 Ossidante 
debole 
»- 
a PSI 
O, + 4H* 
Ossidante 
forte 
PSII 


Figura 22.13 Lo schema Z per la fotosintesi delle piante e dei ciano- 
batteri. 1 due fotosistemi, PSI e PSII, funzionano per guidare gli elet- 
troni dall'acqua al NADPH. | potenziali di riduzione aumentano dal- 
l’alto verso il basso e quindi gli elettroni fluiscono spontaneamente 
in questa direzione. L'erbicida DCMU (vedi più avanti) blocca il tra- 
sporto fotosintetico degli elettroni dal PSII al citocromo f. 


680 m 562 m 562 m 680 m 
Sì Sì No No 
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Figura 22.14 Lo stato di ossidazione del citocromo f nell’alga Porphy- 
ridium cruentum, valutato mediante un debole raggio a 420 nm (luce 
blu-violetta). Un aumento della luce trasmessa segnala l'ossidazione 
del citocromo f. Nella curva in alto, una luce forte a 680 nm (luce 
rossa) determina l'ossidazione del citocromo f, ma la sovrapposizione 
di una luce a 562 nm (fuce giallo-verde) causa una sua parziale ridu- 
zione. Nella curva in basso, in presenza dell’erbicida DCMU, che 
inibisce il trasporto fotosintetico degli elettroni, la luce a 562 nm 
determina un'ulteriore ossidazione del citocromo f, invece che una 
sua riduzione. 
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Queste osservazioni indicano chiaramente che sono 
necessari due processi. Essi possono essere illustrati 
da un modello meccanicistico, lo schema Z, che po- 
stula che la fotosintesi che produce O avvenga per 
mezzo dell’azione di due centri di reazioni fotosinte- 
tiche collegati in serie (Fig. 22.13): 


1. Il fotosistema I (PSI) genera un riducente forte 
capace di ridurre il NADP+ e allo stesso tempo 
un ossidante debole. 

2. Il fotosistema II (PSI) genera un ossidante forte 
capace di ossidare l’H,0 e allo stesso tempo un 
riducente debole. 


Il riducente debole riduce l’ossidante debole e quin- 
di il PSI ed il PSI formano un «energizzatore» di elet- 
troni a due tappe. Perché la fotosintesi possa avveni- 
re (trasferimento di elettroni dall’acqua al NADP+*) 


‘è necessario che entrambi i fotosistemi siano operanti. 


La caduta nel rosso può essere spiegata, in base allo 
schema Z, dal fatto che il PSII viene attivato molto 
poco dalla luce a 680 nm. In presenza soltanto di lu- 
ce rossa, il PSI viene attivato, ma è in grado di otte- 
nere poco di più che l’energizzazione di pochi elet- 
troni. 

La luce giallo-verde stimola in modo efficace il PSI 
a generare questi elettroni. Il fatto che la luce rossa 
e la luce giallo-verde possono essere alternate ci dice 
che entrambi i fotosistemi restano nello stato attiva- 
to anche dopo che la luce è stata spenta. 

[s56]La validità dello schema Z è stata stabilita nel 
modo seguente. Lo stato di ossidazione del citocro- 
mo f, un citocromo tipo c che appartiene alla catena 
di trasporto degli elettroni, che collega il PSI ed il 
PSII, può essere analizzato facilmente mediante spet- 
troscopia. L'illuminazione dell’alga con una luce a 680 
nm (luce rossa) porta all’ossidazione del citocromo f 
(Fig. 22.14). L'illuminazione contemporanea con luce 
a 562 nm (luce giallo-verde) produce una parziale ri- 


‘duzione di questa proteina. In presenza dell’erbicida 


3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU) 


Cl 


cl N—_C-N 


3-(8,4-diclorofenil)-1,1 dimetilurea (DCMU) 


che blocca la produzione di O, dalla fotosintesi, la 
luce a 680 nm ossida ancora il citocromo f, mentre 
la luce a 562 nm porta soltanto ad un’ulteriore ossi- 
dazione. Questo effetto dell’erbicida può essere spie- 
gato in questo modo. La luce a 680 nm attiva il PSI 


[957] 


Fotosintesi 689 
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Tilacoide 


Stroma 
Cloroplasto 
e __Membrana esterna 


Membrana interna 


Citocromo 


be-f PSI . 
Compiesso gH+ () 


Figura 22.15 Una rappresentazione schematica della membrana tila- 
coide, che mostra i componenti della sua catena di trasporto degli 
elettroni. Il sistema è costituito da tre complessi proteici: il PSII, il 
complesso del citocromo bg — f ed il PSI, che sono elettricamente col- 
legati dalla diffusione dei trasportatori di elettroni plastochinolo (Q) 
e plastocianina (PO). Il trasporto degli elettroni indotto dalla luce (frecce 
nere) dall'acqua al NADPH mobilizza il trasporto di protoni (frecce 
rosse) nello spazio tilacoide. Altri protoni vengono sottratti all'acqua 
dal complesso che sviluppa l'ossigeno (OEC). Il gradiente protonico 
che si genera promuove la sintesi di ATP da parte della CFg— CF 
ATP sintasi. La membrana contiene anche i complessi che raccolgono 
la luce, cui le molecole di clorofilla e di altri cromofori trasferiscono 
i loro stati di eccitazione al PSI ed al PSII. (Fonte: Ort D.R. e GooD, 
N.E., Trends Biochem. Sci., 13, p. 469, 1988.) 


che sottrae elettroni (ossida) al citocromo f; mentre 
la luce a 562 nm attiva il PSII che trasferisce invece 
elettroni (riduce) al citocromo f. Il DCMU blocca il 
flusso di elettroni dal PSII al citocromo f (Fig. 22.13) 
e quindi qualsiasi aumento della luce, indipendente- 
mente dalla sua lunghezza d’onda, può soltanto ser- 
vire ad attivare ulteriormente il PSI. 


x 


La fotosintesi che produce 0, è mediata 
da tre complessi proteici transmembrana 
collegati da trasportatori mobili di elettroni 


[957] La via di trasporto degli elettroni nei cloropla- 
sti non è ancora stata identificata con la stessa accu- 
ratezza a cui si è arrivati con i sistemi più semplici 
dei batteri fotosintetici. I componenti che partecipano 
al trasporto degli elettroni dall’H.0 al NADP* sono 


+ 2NADP* 
Complesso Fd 


reduttasi 


3H* 


ATP Stroma 


2NADPH 


ATP sintasi 
che trasloca 
protoni 


tilacoide 


organizzati in tre particelle legate alle membrane ti- 
lacoidi (Fig. 22.15): (1) PSII, (2) complesso citocro- 
mo by-f e (3) PSI. Come nella fosforilazione ossidati- 
va, gli elettroni vengono trasferiti tra questi com- 
plessi da trasportatori mobili di elettroni. L’analogo 
dell’ubichinone, plastochinone (0), mediante la sua 
riduzione a plastochinolo (QH), 


O 
H3C H 
CHg 
H3C [cH,—cH=C—cH)],H 
O 
Plastochinone 
| |a H] 
OH 
H3C H 
CHz 
HgC [cH,—cH= C—cHy],-H 
OH 
Plastochinolo 


collega il PSII al complesso del citocromo bg-f che a 
sua volta interagisce con il PSI attraverso la proteina 
mobile plastocianina (PC). Vedremo ora la via di 
trasferimento degli elettroni nei sistemi dei cloropla- 
sti, almeno quanto è noto, a partire dall’acqua per 


arrivare al NADPH (Fig. 22.16). 
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692 Capitolo 22 


tra gli stati S. La variazione in questo spettro dopo 
somministrazione di tirosina deuterata a cianobatte- 
ri, in condizioni in cui questo amminoacido può es- 
sere incorporato nelle proteine, suggerisce che il com- 
posto Z* è un radicale tirosinico (gli spettri EPR ri- 
flettono gli spin nucleari con cui interagiscono elet- 
troni non appaiati). 


Il centro di reazione del PSII è simile 
a quello di un batterio fotosintetico 


[959 ] La specie che assorbe i fotoni del centro di rea- 
zione del PSII viene detta P680, dalla lunghezza d’on- 
‘da del suo massimo di assorbimento. L’analisi spet- 
troscopica del P680 ha rivelato che è costituito da 
Chl a, ma non è stato possibile stabilire se è presente 
una «coppia speciale» di molecole di Chl a simile a 
quella del centro P870 dei batteri purpurei fotosinte- 
tici (paragrafo 22.2B). Il P680* formato dall’eccita- 
zione della luce è uno degli ossidanti più forti che 
si conoscano e sottrae elettroni dall’acqua attraverso 
intermediazione del composto Z e degli stati S. 
La catena di trasportatori di elettroni sul lato ridu- 
cente del P680 ha una notevole somiglianza con quella 
del centro fotosintetico dei batteri (paragrafo 22.2B) 
anche se i due sistemi operano in un ambito diverso 
di potenziali di riduzione (confrontate la Fig. 22.11 
e la Fig. 22.16). I due gruppi di proteine hanno co- 
munque sequenze amminoacidiche simili, che posso- 
no derivare da un progenitore comune. Come è 
schematicamente riportato nella parte centrale della 
Fig. 22.16, un singolo elettrone viene trasferito dal 
P680* a una molecola di feofitina a (Pheo a; Chl 


a con il suo ione Mg?* sostituito da due protoni),. 


probabilmente attraverso una molecola di Chl a, e 
poi a un complesso plastochinone-Fe(II), chiamato 
Qa. Successivamente, due elettroni vengono trasfe- 
riti, uno alla volta, a una seconda molecola di plasto- 
chinone, detto Qg, che raccoglie due protoni dalla su- 
perficie stromale della membrana tilacoide. Il plasto- 
chinolo che si è formato QgH2 scambia i suoi equi- 
valenti riducenti con un gruppo di molecole di pla- 
stochinone legate alla membrana. Il DCMU, come pu- 
re molti altri erbicidi comunemente usati, compete 
con il plastochinone per il sito di legame del Qg sul 
PSII; ciò spiega come questi composti possano inibire 
la fotosintesi. 


‘Il trasporto degli elettroni attraverso il complesso 
del citocromo by-f genera un gradiente protonico 


[860 ] Dal gruppo di molecole di plastochinone, gli elet- 


Li ELI Lili Lil 
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troni passano attraverso il complesso del citocromo 
be-f. Questa struttura proteica integrale alla membra- 
na, che ricorda molto da vicino la sua controparte bat- 
terica (paragrafo 22.2B) ed il Complesso I della catena 
di trasporto degli elettroni mitocondriale (paragrafo 
20.2C), contiene una molecola di citocromo f, il cito- 
cromo bg con due gruppi eme, una proteina ferro- 
zolfo con un centro [2Fe-2S] e una molecola di plasto- 
chinolo legato. Il complesso del citocromo bs-f traspor- 
ta protoni e elettroni dall’esterno all’interno della mem- 
brana tilacoide. Questa traslocazione di protoni avvie- 
ne probabilmente mediante un ciclo del coenzima Q 
(paragrafo 20.38) in cui il plastochinone è il trasporta- 
tore (H* +e). Non è ancora stato possibile stabilire 
la natura e la funzione dei vari trasportatori e che 
partecipano a questo processo. Il meccanismo del ciclo 


del coenzima Q presuppone che, per ogni elettrone 


trasportato, siano traslocati due protoni attraverso la 
membrana tilacoide, ma non vi è una conferma speri- 
mentale di questo rapporto per le difficoltà che si sono 
incontrate nell’effettuare in modo chiaro questo tipo 
di misure. È però ormai noto che il trasporto degli elet- 
troni, attraverso il complesso del citocromo bg-f, gene 
ra la maggior parte del gradiente protonico che guida 
poi la sintesi di ATP (si veda più avanti). 

Il trasferimento di elettroni tra il complesso del cito- 
cromo bg-f e il PSI è mediato dalla plastocianina, una 
proteina periferica di membrana localizzata sulla su- 
perficie luminale della membrana tilacoide (Fig. 22.15). 
Il centro redox contenente Cu di questo monomero 
mobile, con una massa di 10,5 kD, passa ciclicamente 
tra gli stati di ossidazione CulI) e Cu(Il). La struttura 
ai raggi X della plastocianina di foglie di pioppo, de- 
terminata da Hans Freeman, mostra che l’atomo di Cu 


Figura 22.20 Rappresentazione creata al computer della plastocianina. 
La vista allargata mostra l'atomo di Cu (la sfera arancione) che passa 
tra gli stati di ossidazione Culi) e Culil), nel complesso con i suoi quattro 
ligandi, His 37, Cys 84, His 87 e Met 92. (Per gentile concessione di 
Arthur Lesk, Cambridge University e EMBL.) 


è coordinato con una geometria tetraedrica distorta con 
un residuo di Cys, uno di Met e due di His (Fig. 22.20). 
Il Cu (11) si complessa normalmente con quattro ligan- 
di assumendo una geometria di coordinazione planare 
quadrata, mentre quella del Cu(1) è generalmente te- 
traedrica. Lo stiramento del Cul) dovuto alla coordi- 
nazione tetraedrica imposta dalla proteina nel complesso 
della plastocianina favorisce la sua riduzione a Culi). 
Questa ipotesi spiega l’elevato potenziale di riduzione 
standard della plastocianina (0,37 V), in confronto a 
quello della semi-reazione normale Cu(1)/Cu(1) (0,158 V). 
Questo è un esempio di come le proteine possono mo- 
dulare i potenziali di riduzione dei loro centri redox, 


. in modo da adattarli a funzioni specifiche, come nel 


caso della plastocianina, cioè il trasferimento di elettro- 
ni dal complesso del citocromo bg-f al PSI. 


Gli elettroni attivati del PSI possono ridurre 
il NADP* oppure generare gradienti protonici 


[961 ] Il PSI, il fotosistema dei cloroplasti con potenzia- 
le di riduzione più basso, è profondamente diverso dal 
PSII e dal centro fotosintetico dei batteri. Il centro che 
assorbe la luce del PSI, detto P700, è probabilmente 
costituito da un dimero di molecole di clorofilla a. La 
fotoossidazione del P700 forma il P700*, un ossidante 
debole che, in seguito, accetta un elettrone direttamente 
dalla plastocianina. Sul lato riducente del P700, l’analisi 
delle modificazioni negli spettri EPR indotte dalla luce 
ha rivelato che gli elettroni passano attraverso una ca- 
tena di trasportatori di elettroni con potenziali di ridu- 
zione crescenti (destra, Fig. 22.16). Il primo di questi 
trasportatori, detto A,, sembra essere un monomero 
di Chl a, mentre il secondo trasportatore, A;, è pro- 
babilmente il fillochinone (vitamina K;; la sua ca- 
tena laterale di fitolo è la stessa delle clorofille; Fig. 22.3). 


6) 
i 
(0) n 
E 
CHo—(CHo—CH,—CH—T—CHo)3—H 
Fillochinone 


Alla fine, l’elettrone passa attraverso tre molecole di 
ferredossina, dette rispettivamente X, A e B, che con- 
tengono centri [4Fe-4S] (paragrafo 20.2C; notate che i 
trasportatori di elettroni terminali degli altri fotosiste- 


mi sono chinoni). 


Gli elettroni espulsi dal PSI possono seguire due vie 
alternative: 


1. La maggior parte degli elettroni seguono una via 
non ciclica passando da una ferredossina solubile, 
Fd, con una massa di 11 kKD e contenente un centro 
[2Fe-2S]. La Fd ridotta, a sua volta, riduce il 
NADP* in una reazione mediata dalla 
ferredossina-NADP* reduttasi contenente FAD, 
formando il prodotto finale delle reazioni alla luce 
dei cloroplasti, il NADPH. 

2. Alcuni elettroni ritornano dal PSI, mediante il cito- 
cromo bg, al gruppo di molecole di plastochinone, 
entrando in una via ciclica che trasloca protoni at- 
traverso la membrana tilacoide (Fig. 22.16). Anche 
questo fatto spiega perché i cloroplasti assorbono 
più di otto elettroni per molecola di O; sviluppata. 
Notate che la via ciclica è indipendente dall’azione 
del PSI e quindi non porta alla produzione di 03. 
Il PSI in questo modo diventa funzionalmente simi- 
le al sistema fotosintetico dei batteri. Fu ovviamen- 
te una sorpresa scoprire che il PSII e non il PSI 
è geneticamente correlato ai fotosistemi dei batteri. 


Il flusso ciclico degli elettroni funziona presumibilmente 
per aumentare la quantità di ATP prodotta, relativa 
mente a quella del NADPH, e quindi consente alla cel- 
lula di aggiustare le concentrazioni di queste due so- 
stanze prodotte in base alle sue necessità. È ancora sco- 
nosciuto il meccanismo che suddivide gli elettroni tra 
la via ciclica e quella non ciclica. 


Il PSI ed il PSI occupano parti diverse 
della membrana tilacoide 


[962] La microscopia elettronica dopo freeze-fracture 
(paragrafo 11.3B) ha rivelato chè i complessi proteici 


‘hanno nelle membrane tilacoidi una distribuzione ca- 


ratteristica (Fig. 22.21): 


1. Il PSI è presente principalmente nelle lamelle stro- 
mali non impilate in contatto con lo stroma dove 
ha libero accesso al NADP*. 

2. Il PSII è localizzato quasi esclusivamente nei grani 
molto impilati, fuori dal contatto diretto con lo stro- 
ma. 

3. Il citocromo by-f è distribuito uniformemente su 
tutta la membrana tilacoide. 


L’elevata mobilità del plastochinone e della plastociani- 
na, i trasportatori che trasferiscono gli elettroni tra que- 
ste particelle, consente alla fotosintesi di procedere ad 
una velocità ragionevole. 
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3. REAZIONI AL BUIO 


[966 ] Nel paragrafo precedente abbiamo visto come l’e- 
nergia della luce viene raccolta per generare ATP e 
NADPH. In questo paragrafo discuteremo invece co- 
me questi prodotti vengono utilizzati per sintetizzare 
carboidrati e altre sostanze dalla CO;. 


A. Il ciclo di Calvin 


[967 ] La via metabolica mediante cui le piante incor- 
porano la CO; nei carboidrati fu elucidata, tra il 1946 
e il 1953, da Melvin Calvin, James Bassham e Andrew 
Benson. Essi poterono arrivare a questi risultati seguen- 
do il destino metabolico della marcatura radioattiva- 
della ‘*CO, durante il suo passaggio attraverso una se- 
rie di intermedi fotosintetici. La strategia sperimentale 
di base che questi ricercatori usarono fu quella di espor- 
re colture di alghe in fase di crescita, come la Chlorel- 
la, alla ‘*CO, per vari periodi di tempo ed in diverse 
condizioni di illuminazione e poi di immergere le cel- 
lule in alcol bollente in modo da distruggerle, ma pre- 
servando gli intermedi marcati. I prodotti radioattivi 
venivano in seguito separati e identificati (molto spes- 
so questo era un lavoro molto difficile) utilizzando la 
tecnica sviluppata di recente della cromatografia bidi- 
mensionale su carta (paragrafo 5.3B), accoppiata all’au- 
toradiografia. , 

La via complessiva, riportata nella Fig. 22.23, è nota 
con il nome di ciclo di Calvin o di ciclo riduttivo 
del pentosio fosfato. 

Alcuni dei primi esperimenti di Calvin suggerivano 
che le alghe esposte alla ‘#CO, per un minuto o più 
sintetizzavano una complessa miscela di prodotti me- 
tabolici marcati, compresi gli zuccheri e gli amminoa- 
cidi. Inattivando le alghe 5 secondi dopo aver aggiunto 
la CO; radioattiva, si poté osservare che il primo com- 
posto. radioattivo stabile che si formava era il 
3-fosfoglicerato (3-PG); inizialmente la marcatura com- 
pariva sul suo gruppo carbossilico. In analogia con le 
altre reazioni biochimiche, il 3PG potrebbe formarsi 
per carbossilazione di un composto a due atomi di car- 
bonio (C2). Questa ipotesi fu però abbandonata per l’in- 
capacità di identificare il precursore bicarbonioso. La 
reale reazione di carbossilazione fu scoperta mediante 
un esperimento in cui le alghe illuminate venivano 
esposte alla 1*CO, per circa 10 minuti in modo da far 
raggiungere agli intermedi fotosintetici marcati una 
condizione stazionaria. A questo punto la CO; veniva 
tolta. Come ci si poteva aspettare, i livelli del prodotto 
della carbossilazione, il 3PG (Fig. 22.24), tendevano a 
diminuire in quanto veniva utilizzato dalle reazioni 
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Figura 22.23 Il ciclo di Calvin. II numero delle linee nelle varie frecce 
indica il numero di molecole che reagiscono in quella tappa per singolo 
giro del ciclo di Calvin, che sostanzialmente converte tre molecole di 
CO) in una di GAP. Per maggiore chiarezza, gli zuccheri sono riportati 
nelle loro forme lineari anche se gli esosi sono preferenzialmente nelle 
forme cicliche (paragrafo 10.1B). In rosso è riportata la distribuzione del- 
la marcatura che si ottiene in un giro del ciclo usando !*CO). Notate 
che due delle molecole di RUSP sono marcate soltanto nella posizione 
C(3), la terza molecola di Ru5P è marcata in CM), C(2) e C(3). 


successive lungo la via. La concentrazione del ribulo- 
sio-5-fosfato (Ru5P), 


CH,0H 
c=0 

H—C—0H 

H-6— OK 
CH, OPO?- i 


Ribulosio-5-fosfato (Ru5P) 


Interruzione del rifornimento di COx 


Dimensione della riserva 


Tempo (minuti) 


Figura 22.24 Variazione dei livelli di 3PG (curva viola) e di RuBP (curva 
verde) in alghe illuminate, quando il riformimento di CO) viene bru- 
scamente interrotto (curva arancione). In assenza di CO., la concentra- 


zione di 3PG diminuisce in quanto, pur essendo consumato dalle rea- - 


zioni del ciclo di Calvin, non può essere riformato. Di conseguenza, 
la concentrazione del RuBP aumenta transitoriamente fino a che non 
sono consumati gli intermedi del ciclo di Calvin e poi diminuisce, per 
la mancanza la CO, necessaria per la sua rigenerazione. 
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Figura 22.26 Il probabile meccanismo di reazione della carbossilazione 
catalizzata dalla RuBP carbossilasi. La reazione procede attraverso la for- 
mazione di un intermedio enediolato che attacca nucleofilicamente la 
CO, producendo un a-chetoacido. Questo intermedio reagisce con l’ac- 
qua formando due molecole di 3PG. 


3. L’intrappolamento del 6-chetoacido proposto me- 
diante riduzione con boridruro e l’elevata affinità 
dell’enzima per il suo analogo 2-carbossiarabini- 
tolo-1-fosfato 

CH30PO5 
HO—C_C0p 
= OH 
ae vini OH 
CHs0H 
2-Carbossiarabinitolo-1-fosfato 


rappresentano prove convincenti della presenza di 
questo intermedio nel processo catalitico dell’enzima. 


È necessario anche che un catione divalente, come il 
Mg°+, sia legato all’enzima, perché quest’ultimo di- 
venti attivo. Lo ione metallico stabilizza le cariche ne- 
gative che si formano durante la catalisi. La forza trai- 
nante per la reazione complessiva, che è fortemente 


esoergonica (AG= — 35,1 kJ- mol7') è fornita dalla scis- 
sione del B-chetoacido intermedio che produce un altro 
gruppo carbossilico stabilizzato per risonanza. 


La GAP è il precursore del glucosio-1-fosfato 
e di altri prodotti biosintetici 


[s71] La stechiometria complessiva del ciclo di Calvin è 


3C02+9ATP +6NADPH —> 
-—> GAP +9ADP +8P;+6NADP* 


La GAP, il prodotto principale della fotosintesi, viene 
poi usata in una grande varietà di vie biosintetiche, 
sia all’interno che all’esterno dei cloroplasti. Per esem- 
pio, può essere convertita in fruttosio-6-fosfato median- 
te l’azione dello stesso ciclo di Calvin e poi in gluco- 
sio-1-fosfato (G1P) ad opera della fosfoglucosio isomera- 
si e della fosfoglucomutasi (paragrafo 17.1B). Il G1P è 
il precursore dei carboidrati superiori caratteristici del- 
le piante. Questi comprendono il saccarosio (paragrafo 
10.2B), il principale zucchero di trasporto di carboidra- 
ti alle cellule che non fotosintetizzano, l’amido (para- 
grafo 10.2D), il principale polisaccaride di deposito e 
la cellulosa, il componente strutturale primario delle 
pareti cellulari delle piante. Nella sintesi di queste so- 
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stanze, il G1P viene attivato mediante la formazione 
di ADP-, CDP-, GDP- oppure UDP-glucosio (paragrafo 
17.2), a seconda della specie e della via metabolica. Le 
unità di glucosio legate a questi nucleotidi vengono tra- 
sferite all’estremità non riducente di una catena poli- 
saccaridica in fase di crescita, più o meno come accade 
per la sintesi del glicogeno (paragrafo 17.2B). Nel caso 
della sintesi del saccarosio, l’accettore è l’estremità ri- 
ducente del F6EP formando saccarosio-6-fosfato, che 
viene poi idrolizzato a saccarosio da una fosfatasi. Gli 
acidi grassi e gli amminoacidi vengono sintetizzati a 
partire dalla GAP (paragrafi 23.4 e 24.5). 


B. Controllo del ciclo di Calvin 


[872] Durante il giorno le piante soddisfano le loro ne- 
cessità energetiche mediante le reazioni alla luce e al 
buio della fotosintesi. Di notte però, come tutti gli altri 
organismi, esse devono utilizzare le riserve di sostan- 
ze nutrienti per generare l’ATP e il NADPH a loro 
necessari attraverso la glicolisi, la fosforilazione ossida- 
tiva e la via del pentosio fosfato. Poiché lo stroma con- 
tiene gli enzimi della glicolisi e della via del pentosio 
fosfato, oltre a quelli del ciclo di Calvin, le piante devo- 
no avere un meccanismo di controllo sensibile alla luce 
che impedisce al ciclo di Calvin di consumare VATP e 
il NADPH prodotti catabolicamente in un ciclo futile. 

Come abbiamo osservato nel paragrafo 16.4A, il con- 
trollo del. flusso in una via metabolica avviene a livello 


delle tappe che si trovano in condizioni lontane dall’e- 
quilibrio; cioè, quelle che hanno un valore di AG pro- 
fondamente negativo. Analizzando la Tabella 22.1, pos- 
siamo vedere che i tre possibili candidati per il con- 
trollo del flusso nel ciclo di Calvin possono essere le 
reazioni catalizzate dalla Ru5P carbossilasi, dalla FBPa- 
si e dalla SBPasi (le reazioni 2,7 e 10 della Fig. 22.23). 
L’efficienza catalitica di questi tre enzimi varia nella 
cellula con il livello di illuminazione. 

L’attività della Ru5P carbossilasi risponde a quattro 
fattori dipendenti dalla luce: 


1. L'attività varia con il pH. Dopo illuminazione il pH 
dello stroma aumenta da circa 7,0 a circa 8,0 men- 
tre i protoni vengono pompati dallo stroma nello 
spazio tilacoide. La Ru5P ha un pH ottimale molto 
vicino a pH 8,0. 

2. L’attività viene stimolata dal Mg?+. Ricordate che 
il flusso di protoni indotto dalla luce verso lo spazio 
tilacoide è accompagnato da un flusso in senso con- 
trario di Mg?* verso lo stroma (paragrafo 22.2D). 

3. L’enzima viene attivato allostericamente dal 
NADPH, che viene prodotto dal PSI illuminato (pa- 
ragrafo 22.2C). 

4. L'enzima è fortemente inibito dal 2-carbossiarabi- 
nitolo-1-fosfato (paragrafo 22.3A), che molti tipi di 
piante sintetizzano soltanto al buio. 


L’FBPasi e l’SBPasi sono pure attivate da un aumento del 
pH o della concentrazione di ioni Mg°* o di NADPH. 


AG°' AG 


Enzime (kJ - mol) (K] - mol7) 
1 Fosforibulo chinasi -21,8 — 15,9 
2 Ribulosio bisfosfato carbossilasi —35,1 —41,0 
3+4 Fosfoglicerato chinasi + gliceraldeide-3-fosfato +18,0 — 6,7 
deidrogenasi 

5 Triosio fosfato isomerasi — 7,5 — 0,8 
6 Aldolasi -—21,8 —1,7 
7 Fruttosio bisfosfatasi — 14,2 — 27,2 
8 Transchetolasi +6,3 —3,8 
9 Aldolasi — 234 —0,8 
10: Sedoeptulosio bisfosfatasi — 14,2 — 29,7 
1] Transchetolasi +0,4 —-5,9 
12 Fosfopentosio isomerasi +0,8 -0,4 
13 Ribosio fosfato isomerasi +2,1 —0,4 


* Si riferiscono alla Fig. 22.23. 


Fonte: BassHam, |A. e BucHanan, B.B., in GovinpiE, (curatore), Photosynthesis, Vol. II, p. 155, Academic Press, 1982. 
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[975][976][977] 


che la fotorespirazione protegga l’apparato fotosinteti- 
co da danni fotoossidativi quando è disponibile una 
quantità insufficiente di CO, e si avrebbe una dissipa- 
zione dell’energia della luce assorbita. Questa ipotesi 
è suffragata dall’osservazione che quando i cloroplasti 
o le cellule delle foglie vengono illuminati violentemente 
in assenza di CO; e di ossigeno, la loro capacità foto- 
sintetica viene persa molto rapidamente ed irreversi- 
bilmente. 


La fotorespirazione limita la crescita delle piante 


[875]1 valori stazionari della concentrazione della CO», 
che si ottengono quando un organismo fotosintetico 
viene illuminato in ambiente chiuso, vengono detti 
punti di compensazione della CO2. Per le piante 
sane, questa è la concentrazione di CO; a cui la velo- 
cità della fotosintesi e della fotorespirazione sono uguali. 
Per molte specie questo valore è compreso tra circa 
40 e 70 ppm (parti. per milione) di CO, (la concentra- 
zione normale di CO; nell’atmosfera è di 330 ppm) e 
quindi la fissazione fotosintetica della CO, predomina 
sulla liberazione di CO, da fotorespirazione. Il punto 
di compensazione della CO, aumenta però con la tem- 
peratura in quanto l’attività ossigenasica della RuBP car- 
bossilasi aumenta più rapidamente dell’attività carbos- 
silasica. Quindi, in un giorno caldo e luminoso, quando 
la fotosintesi ha depletato i cloroplasti di CO, e au- 
mentato i livelli di O., la velocità della fotorespirazio- 
ne può avvicinarsi a quella della fotosintesi. Questo fe- 
nomeno è infatti il fattore limitante principale alla cre- 
scita di molte piante. Il controllo del meccanismo della 
fotorespirazione è quindi un importante problema non 
ancora risolto per l’agricoltura, ma che ora si pensa 
di attaccare con tecniche di ingegneria genetica (para- 
grafo 28.8). 


L’efficienza della carbossilazione 
della RuBP carbossilasi-ossigenasi (Rubisco) 


[976] La fotorespirazione (la via che, cominciando dal- 
la reazione catalizzata dalla Rubisco dell’O, con il 
ribulosio-5-bisfosfato (RuBP), rilascia invece di fissare 
la CO») limita considerevolmente l’efficienza energeti- 
ca della fotosintesi. Quindi la capacità della Rubisco di 
discriminare tra ossigeno e anidride carbonica può de- 
terminare la resa di molte piante agronomicamente im- 
portanti. Le piante che possiedono una Rubisco con 
un’attività ossigenasica significativamente ridotta non 
soltanto avranno un’efficienza fotosintetica maggiore, 
ma avranno bisogno anche di minori quantità di ac- 
qua in quanto i loro stomi resteranno aperti per tempi 
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più brevi per acquisire la CO. Queste piante avranno 
bisogno anche di minori quantità di fertilizzanti azo- 
tati perché sintetizzano quantità di enzima più piccole 
(la Rubisco rappresenta circa il 15% delle proteine dei 
cloroplasti). . 

I batteri fotosintetici, che vivono in ambienti anaero- 
bici ricchi di CO; in cui la fotorespirazione ha poche 
conseguenze, hanno una Rubisco con una composizio- 
ne in subunità L2, che ha una bassa efficienza di car- 
bossilazione. Le piante al contrario hanno enzimi Ru- 
bisco con composizioni in subunità di LgSg con una ef- 
ficienza di carbossilazione più elevata. Il batterio foto- 
sintetico Rhodospirillum rubrum sintetizza entrambe 
i tipi di Rubisco: una specie L., quando la CO) è libe- 
ramente disponibile e una specie LgSg quando la CO, 
è scarsa. Ovviamente non è facile che le forme di Ru- 
bisco più semplici possano evolvere in quelle ad alta 
efficienza di carbossilazione, ma il confronto delle loro 
strutture ai raggi X può fornire importanti informa- 
zioni per produrre una Rubisco con le volute proprie- 
tà mediante le tecniche di ingegneria genetica. 


Le piante C, concentrano la CO, 


[977 ] Alcune specie di piante, come la canna da zucche- 
ro, il granoturco e molti tipi di erbe, hanno un ciclo 
metabolico che concentra la CO; nelle loro cellule foto- 
sintetiche, impedendo quasi totalmente la fotorespira- 
zione (i loro punti di compensazione della CO sono 
nell’ordine di 2-5 ppm). Le foglie delle piante che han- 
no questo cosiddetto ciclo del C, hanno anche una 
anatomia caratteristica. Le loro sottili vene sono cir- 
condate da un singolo strato di cellule della guaina 
vascolare, a loro volta circondate da uno strato di cel- 
lule del mesofillo. 

Il ciclo del C4 fu scoperto e caratterizzato negli an- 
ni ’60 da Marshall Hatch e da Roger Slack. Il ciclo ini- 
zia con l'assunzione di CO; atmosferica da parte delle 
cellule del mesofillo, le quali non hanno RuBP carbos- 
silasi nei loro cloroplasti, e quindi la condensano, sotto 
forma di bicarbonato, con il fosfoenolpiruvato (PEP) for- 
mando ossalacetato. L’ossalacetato viene ridotto dal 
NADPH a malato, che passa poi nelle cellule della guai- 
na vascolare (il nome C, si riferisce proprio a questi 
acidi a quattro atomi di carbonio). Qui il malato viene 
decarbossilato ossidativamente dal NADP* formando 
CO», piruvato e NADPH. La CO, che è stata concen- 
trata in questo modo entra nel ciclo di Calvin. Il piru- 
vato ritorna alle cellule del mesofillo dove viene fosfo- 
rilato di nuovo a PEP. L’enzima che catalizza questa 
reazione, la piruvato-fosfato dichinasi, presenta l’in- 


- solita azione di attivare un gruppo fosforico mediante 


l’idrolisi di ATP ad AMP+PP;. Il PP; prodotto viene 


[978] 


Fotosintesi 705 
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Figura 22.30 La via del Ca per la concentrazione della CO, nelle cellu- 
le del mesofillo ed il suo trasporto nelle cellule della guaina vascolare 
per entrare nel ciclo di Calvin. 


ulteriormente idrolizzato a due P;, che corrisponde in 
sostanza al consumo di un’altra molecola di ATP. La 
CO; viene quindi concentrata nelle cellule della guaina 
vascolare a spese di due molecole di ATP per molecola 
di CO.. La fotosintesi nelle piante C, consuma quindi 
in totale cinque molecole di ATP per molecola di CO» 
fissata, invece delle tre molecole richieste dal ciclo di 
Calvin da solo. 

Le piante C4 vivono in gran parte nelle regioni tro- 
picali in quanto crescono più rapidamente in ambienti 
caldi e soleggiati rispetto alle cosiddette piante C3 
(chiamate in questo modo in quanto fissano inizialmente 
la CO; sotto forma di acidi a tre atomi di carbonio). 
Nei climi freddi, dove la fotorespirazione è un peso 
meno grave da sopportare, le piante C3 hanno il van- 
taggio di richiedere meno energia per fissare la CO). 


Le piante CAM conservano la CO, 
attraverso una variante del ciclo del C, 


[878] Una variante del ciclo del C, che separa l’acqui- 


sizione della CO, nel tempo invece che nello spazio, 
è presente in molte piante succulente che vivono nel 
deserto. Se queste piante aprono i loro apparati stoma- 
tici î pori che danno accesso agli spazi interni delle 
foglie) di giorno, per acquisire la CO, perderebbero 
per traspirazione (perdita per evaporazione) una quan- 
tità di acqua assolutamente insostenibile per loro. Per 
minimizzare questa perdita, le piante assorbono la 
CO; soltanto di notte, quando la temperatura è relati- 
vamente fresca. Esse poi conservano la CO3 mediante 
un metabolismo detto metabolismo acido delle Cras- 
sulacee (CAM; questo metabolismo fu scoperto per 
la prima volta nelle piante della famiglia delle Crassu- 
laceae), in cui il malato viene sintetizzato attraverso 
le reazioni del ciclo del C, (Fig. 22.30). La grande 
quantità di PEP necessaria a conservare il rifornimen- 
to giornaliero di CO, viene ottenuta dalla demolizio- 
ne dell’amido nella glicolisi. Durante il giorno, il mala- 
to viene demolito a CO, che entra nel ciclo di Calvin, 
ed a piruvato che viene utilizzato per risintetizzare 
l’amido. Le piante CAM sono in grado di condurre la 
fotosintesi con minime perdite di acqua. 


‘GLE-T7E 
“dd ‘1g “]018dyd 1UD]d ‘a9Y4 ‘nuuy “souiAzua 3se[dosoyo 
Jo uogemSa1 34} ul JUST Jo afow» ‘(0961) “gg ‘nvnvuHDng 


CIN |P IUOIZEAY 


‘91 ‘d ‘L961 0)soSe ‘gua ‘ozuaos 
37 ‘“IS9]JUIS0)O7 E[[9P LIE[093]OUI IUISTUESSSTI PI PEIL 
‘9 “dd ‘(9) ‘902 “muy 195 «sisagluAso;oyd Jo swista 
-2YDIUI IEMoa]onN»® ‘(/961) “TEA ‘SIIVIN 3 ‘9'G ‘NIVANOK 
‘Semi “dd ‘9 “108 “wayo01g spuasI «saueIq 
«WISuUI eLIa]oeq pure 1ued wi saxa]duuoo utsjord-+uswrSid 
onauuAsoJoyd» ‘(T261) “d'f ‘TIIMXIVIN 3 fa ‘S3Qs30oHL 
‘0gt-26 dd ‘eg ‘“]01sdyd 1UD]d ‘d9Yg 
mnuuy «asegdLvy Jsedootyo Jo uonemSa1 pue ‘nogouni 
SAIMIONIIS® ‘(GN61) “S ‘VILLONONVS-TIIIE 3 ‘H ‘NNVILONLLS 
‘son] ere mu 
«otzeaI affap rpediounid mjadse qSns gonszone qoomiy 
*Se[1o A-JoSutids 
“I sIisaU]uAso1oyg ‘61 Ton ‘d80orsAdya 2u0)g fo vipad 
-qIA9ug ‘(9967) ‘(107eImo) “(') ‘NIZINIV 3 ‘N[ ‘NTIHIVIS 
*IoHa}u1so70j LIsHegna ISap erSoJorg ET 
‘9961 ‘euSojog 
‘IOYorUEZ ‘PUSTUDBIOIIMU 189 OPuow JI N “Pell ‘IH 
20HUSIg ‘GT 0]ONdED “pa 25 PHOM 1DIGOLNV IUYL ‘(9961) 
“da ‘HIINIVA 2 "TN (STTIIOM “[ ‘NVEVIONI “ALY ‘IFINVIS 
veet-zee “dd “pr “s “wayoorg spuasi «auzuo Sunigds 
-Jo]}em 24} ‘IT wI9]SASO]OYA> “(6261) “M'V ‘CUIOSISHINA 
‘08-28 ‘dd “TT “Sua0ig ‘sdydorg ‘asy ‘nuuy 
“«sI9]U99 UONOEaI IH2YjUAs0]0Ud» ‘(#961) “AMA ‘NOSIVA 
“2-1 “dd ‘La ‘dursnuaj901g “I U19)SAs 0}0Yd zo amionas 
2U} 0} eLIsjoeg a]dimd uroIz 1a}us9 tonoraI onayzuAso) 
-oqd au} Jo sotrena[9W ‘(2967) “( ‘zi0HNasIAg è ‘H “TAHDIN 
‘671-856 
‘dd ‘9501 ‘039y ‘sdydorg ‘“umyo0:g “«sauuAzua ise[dosoruo 
quapuadap-uncopa.Li9I> ‘(T661) “I ‘vmvsvaug a ‘gg IIvNXY 
‘19-94 dd ‘ET “109 ‘WaYI01g SPuaLI 
«aIJu99 UOHoraI I ura]sAso}oyd auI» ‘(9961) “g*G ‘IIvNY 
‘99-09 ‘dd ‘197 ‘29 
-US9S “«“Aure; a AzuaoAe]) ppAoU Apeamjonas 10} adA} 
-ojo1d :asetonpal , AG VN-UMNopaLia; JO aInjona]s STU 
-01y> (16671) “TT ‘IonszH a «fi sTANvO “Veg SOTIIvIA 
“aLe "dd ‘pr “108 “waYy201g spuasi «sL1e;s Ansa 
-ay90]oyd aJ0Jaq-sd 007 :suTa]oId euta}]UEe onayzuAso] 
«Ud» ‘(2967) “Cf ‘NISIO 3 “XY ‘TITIANOY) NVA “NI ‘ITINNH 
*00H9]MS0}0] aUoIzesI Ip 01}us5 [op egponb 
9 FIN] E] OUOS[ODORI AUYI TUIOSTIQOIIY Ip QUOIZUN] E] a 
EIM]INAa]S E] a MOSIP a”jo [JIGON OTUISIY UN Tp cpoonie uN 
i ‘699-979 “dd 
e “Sua ‘pa qui “uayD ‘maSuy “ASo]orq ui so3suel) 
U0.1]0a]a pue 3UST Jo sIseq [emiona]s y» ‘(6961) “I ‘v29nH 
‘E69-659 
‘dd ‘sg “]01sdyd 2U0]d ‘9g ‘nuuy “«spuefd 13UStI 
UT odsue] t0.1]99]a HAYIuAso]oyg» (961) “M “TINHIVH 
“ee *d ‘261 
aquide ‘0g ‘220298 27 “Is9)uIs0)0] e[op LIewILIA Buana 15P 
“IH “pell ‘72-99 ‘dd ‘9 ‘Teg “wuy “0g “sisaQluAso;oyd 
Jo spuana Areunmid aUI» ‘(#£261) “I ‘FIIUNIA0) 3 FICANIAOH) 
‘5 <d ‘0661 
atide ‘097 ‘azuz1Is 37 «otuaStsso,] ouconposd aJuerd 
a] SWIODP iH "perl ‘69-09 ‘dd ‘© ‘z9g “wy vos “us$ 
-Axo ayewi spue[d moH> ‘(06671) “l'M ‘NVWETO9 3 FIANIA0I) 


‘#0%-291 ‘dd ‘s68 ‘vv ‘sdydorg 

“U1Y901g “«xajduroo 19}u39 UonoEaI ] w]SAs0]ogd 3Y} Jo 
uoneziuesIo pue uonounz ‘amponns» (4961) “H' SMaZIOn 

“sFII ‘dd ‘ge “)01sdyd UD] 

‘a3Yy muuy “«uogoumi pue uogeziareSIo ‘sImpongs LI9]US5 
UOHIESI [Poma Yo010Yg» ‘(4967) “H ‘SITI 3 N'V ‘VIZvIo) 

‘oze-9s7 “dd ‘1% “1028 ‘]OW 2uvII ‘7018 

Ad 1UD]d ‘a3y “uuy “xa]duroo Sujoas-uaSAxo s7 pue 
II tWajsAso]oyd» ‘(0661) “ID ‘NND0X 3 ‘T°C ‘SDIVIONVES) 

*9TT-111 ‘dd ‘6££ ‘union “saxjuso von 

«9921 0]aYrUAs0)oyd feLiajoeg Jo Uonounz pue a ImMonI]g» 
‘(6967) “D°d SITI 3 ‘AN ‘VINNVAO “d'[ ‘NTTTY “5 “anag 

‘99%-£ “dd ‘or ©1099 “u3Y201g Spuasi, «er 

-a]oegq ur suonoaI 1UST] onagguAsojoyd Jo sIseq [em] 
sons aUI» ‘(9967) “I ‘vagnH a ‘H ‘TAHOIN “{ ‘vaIOHNasIIg 

*TPQON OmusIg UN Ip opoonie un 

"L93T-£9F1 “dd ‘Spa ‘20un9s «sip svuoLIOP 

-nasdopoyy umisapEeg adimd 34} W031} a Tuso UonoEsI 
ogagzuAso;oyd 241» ‘(6961) “H “IIMIN 3 f ‘IIIOHNISII A 

‘97-77 ‘dd ‘g1g ‘aun1on «uo 

—NjossI Y € Je sIpLIilA SDUOWIOPNASAOPOYY 30 21}u99 UT 

-ogaI sIisagzuAso;oyd ay} ur strunqns urazo1d ag} Jo ami 
-onns» ‘(6967) “H ‘TIHDIN 3 ‘Y (DIN “O ‘dar “( ‘sz10ANIsIAA 

“61-91 "dd ‘or “199 “uaYy201g spuasi «sursjo1d aueIq 

-USUI proye]Ay} Jo uonounz pue AydexSodo1» ‘(5961) “V 
SISIIII 3 ‘DI INNVINIIIH “UM MIOGIM “VOM SIIMNVIN 

‘39N] EITe IUOIZESI ams EerjesSoUOTI esIiouoI Eur 

“ssalg Aus 
IoAIUN aFpuqwe) ‘5152U/7UA5010Y4 ‘(0867) “XI ‘NOLAVIO 

‘97-97 ‘dd ‘g1 “wayo ‘sdydorg ‘stydorg 

‘a9Yy nNuuy “Uogeprxo Ja]jem sHag]juAso;oyd Jo wsru 
-24Y99NP> ‘(6961) “D'f ‘vInvasa è ‘I'M 905g ‘M'9 ‘pIAaNIg 

‘1-£21 dd 

STI ‘199 “U2Y901g Spuasi “«a1}uso UonoeaI 0A} wI93SAs 
-030ud 3Y} Jo amponzs ay) Sunjumpaw» ‘(2967) “[ ‘asmiva 

‘TIF-62£ ‘dd ‘6g “1018 0W 2uD]d ‘1018 

«Add 2UD]d ‘d9J ‘nuuy «II pue ] sus:sAso]oyd ur ;.10ds 
-UeI)} UO.IA]I> ‘(9967) “IL ‘GUvONNYA 2 “T-T ‘NOSSVIIONY 

‘98t-56 “dd ‘Ze “]01SdYyg 1UD]d ‘ao “nuuy 

“«saUeIquIauI proye]Ag} Jo amjoni]s pue uonounz ‘or 
-Isodui0o aUY} JO uonemSa10}04g» ‘(9961) “I° ‘NOSIIANV 

II 

‘dd ‘gg2 ‘019y ‘sdydo1g ‘u1y201g “«uormpoaa ussAxo dI 
-agzuAsojoyd ui assueSuewi Jo 3jo1 SYI» ‘(£961) “[ ‘ZSINV 


a0n] Ej[e 1UOIZESY 


*‘ssaig Wnuz]gd ‘5180)d0410)YD ‘961) “Xf ‘3500H 
; ‘S0£%-S9S7 
«dd ‘16 “1019 1199 ‘f “«sisefdosor4>» ‘(T861) “7 ‘avaonog 


Nse]d010|9. 


‘omq ge aranb I awmjon pi ‘aon] erge morzesi x 
9] Hel} I SUIMIOA TI ITOASIONNE ITOOILIE Tp aLios eun 
*ssaId ITUISPeoy 
“I 3 I ]OA ‘S1S9Y2udS010Yg ‘(2967) ‘@I0)eino) ‘gafanIino9) 
*Aaum ‘s1s243UASO1OYd ‘(861) “HD (IZAOI 
*Aanm ‘swuss4s 239Y3udSO1 
-0Ud ‘(861) “Via ‘amiviLURM è ‘Hg ‘snvag “WS ‘SINVO 


ajesauaD 


VIJVIDONAIA 


S-B£501-20-28 O 


202 1837UIS010] 


"OUIOI8 1 21 
-uMImp UIAFDI) TP 0]219 TO D]OPUMISD]LI 2 FHOU D] AFZUDINP 
%09 0] opuagiosso vonboo 1p a1piad 3] 0uDINI 0L1ISIP 
19p 23uvid sungy “0Iossif “09 IP 010990 d2d dLV IP 9 


È: -099]ouI anp IP 03509 70 vu ‘suoi 11dsa1070f v]ap 19192 


18 azz vp opowi ul 3YNIZFUISOIOS ANZI 010] 9] 
gu “09 0] 340.13u89UOI dad vuI29SIS un cuoparssod “1d 
«013 70 1unwi09 7) 27uvId 97 02 0) FUOZILFUZIUOI D] 
UOI FISMUNUIP I DINIWLICUIZ VD] UOI DIURNO IUONZDA 
-1dsa1010/ 0]]9P 919021 DT “09 04991 242 2u0120.11ds2109 
“of 0]19p 01719 13p vddvi vid v] è 3012021 DUTIMISIMO 
‘IQNY |? U0I VASDUISISSO FUONZIII DUN 3YI DISO]ISSOG 
--109 BUOIZDIL DUN DIS VZZIDIVI “ISDPSSOGIOI-KHEGNY D] “Un 
-109 TP 0]919 ]9p aodvurid vUNZUI,T “DUISSOPILO1I DIP 
20pa4 0]}91% TOP 2 HITVN IP 2 +38)N TP 1UO2011UZIUCI 9] 
-3u ‘Hd j9u 1UOIZOLIDA 37UDIPAU SM] O]POP 1990A1IPO FUOS 
u1A]oI TP OI ]3p ossnzf 71 0UD]po.1zUOI IYI TUIZUI NI "IS 
-5048 1P190 18 3 IPIIOOUTULWUID 1]8 IIDIPIOGUOI 1 ALOZZ1I91 
-u1s dad vwosn guzia ‘UDO TP 0]NI ]9p 0HOPosd N “IVO IP 
D]oIgoui 0ISIS DT ‘quampii 3ugvamba 0 01819UI DINO 
ip oquawgddns ]1 aparjoi uou 3Y9 0ss2904d un ‘099 71 
OIDIZIUI 2 INI UOI JINY 1P 9]0IOL 213 3] OAONU 1P AID 
=10f 49d TV5) 1 70991 anburo 19 cmuoquvI 19 NUO TP 
1911 ASVf vpuoIzss DT ‘HAAVNI IP 9 dLV 6 IP oUnSUOI 
7 U0I IVDI «— “ODE + dAMYE VAISSAdUIOI FUONZDIL D] 
DZZ1]0FDI WADI IP 0]919 ]9p 280f vULId DT “UATDI TP 0P 
-19 ]9p 1UONZD8 A][OpP 11990 qOUVTO 19p 2 apuvId 3NIP Mq 
mo 3Y21997u1s030f 1uO1Z0A1 apau vIwssif suna “09 DI 
‘9p1000]13 DUDIQUIIUL D] OS4IAVIIO 071UOIOId 3JUANP 
-048 ]9p 3uorzidissip v]pop vriOADf suorzvaI VUN Ul “L4p 
-u09omuI 19) ossapduioI oSopvum,.qqr amuns 2 22 1S07UIS 
dIV-39%ID VIop 010zz127U18S 2UNA dIV.T *+d0VN 11 24 
«inpli 49d 1SDIMPal .. KTVN-0uIssOpa.LIaf Dop OPIPaui 
071} n9 uou 0ss9901d un ul 070zziim adassa ond 273uUZU 
-DAIOULIIYV ‘9P1020]1) DUDIQUIUL D] OSLIADIITO 19090]S 
‘041 0uoSuan 1u03OLd 1 3YI 1809 3UOUNYI0ISO]d TP 9099] 
“ou 1p oddnuS o 9q OUIAIIONI 1 OSLIADIIIO IFUSUIDA]IOI 
10d 0UDUIO] 1U0L1I9I 19) “DUISSOPILI2f 1P_2]09OU IP 
DUI UN 0SL9NNIITO 10d 3 D 7YI IP 9]09]0U 19 DUIIVI 
DUN 0S491043ID DISIU 002d 1OP ONIISI]LI 030IS I YI 
2U04318]9,77 "D 1YD IP V]09ou Joss vUN 2 3Y2 (002d N 
Sd 19p 99] 0] aq40sso 342 070p:ss0010f cquauSid To 
2quI UO Atp VUTIV903SO9]d 21070 110ds047 pop ‘eruauponp 
“1pul 1142f80.1) ouoSuzA 1U0L9I9I SNO ‘3P1000]1 012 
-«vds o] vUIOLIS 0vp ‘© vUIZUI0I ]IP 0799 un 27UDIP 
“au a7uaupiqogo Id AuozoId 1 vL1OdSD1I YI f9q uo, 
-019 ]9p ossaduioI ]3u 10d ounIZUI 1UOLIINI 19) ‘3uoU 
-1Y901S9]d 1p 2]0990 19 oddnu$ un D 119330g 18P 021191 
-u1s010f 3u01z0a1 TP 047US9 ]9p manb v runs 11070110d8 
-D.13 19 a19s vun 054210430 vssvd +0894 Top osmdsa 
07018 2 349 2U01319]9,7T D 1YD TP 2]099pOow anp 0 DUN 
Dp 03MNISOI “FUOIZIIA 1P 013US9 ]AP SIN] 0] IGUOSSO YI 


a19ds 0] ‘030p:ss0070f 0994 1 2498umSSvI dad “7 0799p 
‘0102214193019 000d 24010110801] UN OSSINVIIIO IFUSUU 
1108 u18 ounssvd 1U01319]9 115) ‘2U04339];A UN V addvi 011 
-vonb u %0 3 .H 0 0°HZ VPIsso YI UN u07 ossa;duoo 
Un GUS1IUOI IST 1 “Z DUSYIS VIHIP DINI UOU DIA DUN 
u ‘pnbov, ap 2uozvpisso,1190P HICVN 7 1892U18 0] od 
271130u10.1719]9 OZIO( apunIffns vun a1049UIS 1P_VDUZIS 
-18 JO 3]UASUOI 019) ‘91498 Ul JURUVILIIT9]A 11089]]09 UOS 
342 MISA N 2 ISd ]1 ‘9UO1202.1 IP 143USI anp ul cuosuanav 
39m] D]O 1UOIZDAL 3] 1193IOQOUDII 19U 9 9IUDIA 9]}IN 
dv tp 189U1S 0] Guozijiofsof010f 1) 0529 08s2001d un 
ossannazO ppm visusS 18 349 01U00Id 23UNPOIE 1 
“0[m]]32 v]]ap cuI2Isa,]po vwIST]dONI vp “© vUNZUIO? 19P 
0]919 un 0842101370 27URUPIGPGOILd 1UOIOLd AL0I0]SOLI 
dad 298180 1u041113]2 11889 07919 0340dsv4 7) 0ss2901d 
01san® “2 cu0190N9 1 Gulfu ‘a 0fjoz-0s19f 3U12201d “q 
0d13 NUOLIONI TP 31198 DUN IFUVIPIU 0284 19 OUDUIORLI 
a40]099]0u1 3198ds vIsInb vp 1}02904 1U01139]9 MD “HO 
aumuof sad 1u03OId anp ]osono vp vISMbIV è 2U0L1IH]I 
un v 0Ss2901d 088318 O]pop 0701 0PuoIss DUN 03OPL! 
suam opou oxsanb u opoposud 20 1 ‘(f©) 2u0uny ng 
-n,It0 è (‘©) suoumyovuau qo ‘onnBas ul “a D 09YTa IP 
Dun DV 1DI IP DIO VZIII DUN PD vSSvd +028d 
pop osmdsa 3u0.1319]9,] 342 0FPUNUI2IP 070IS 2 DPIdDI 
DINSIU IP IYNUIA FIUDIPAN ‘028d 219p °D 1YDE IP NO 
«ou 19 «ap0198ds viddoo» vum 9 0121u1, 170 3u030f N? IGLOS 
“SD 3Y9 219948 O] “uosuSUIIP 20I9Id 1P LOPZL 90%9OLL 
as4911p vp 2 Yuungns 243 DP VIMPISOI V]pa2110d vUN 2 
3UO1ZDA1 19 047USI 7? ‘191393u18030f amdund 149130Q 19N 
‘npV]poddnazui gusa anop auorz0a. 1P 043US9 UN 
1p v]fos0]9 0] a8uni$Sv1 uou 349 v uf 2u01z0N999,] 
-]9p ozuaui9f801I 71 apuvipavi 10d vISRU 20M] Dop DI 
“Joposd 3u0120n999,77 ‘10882990 HUAUSIA vp è V]pfaso]9 
Dop 0pnpzso? “FM] 1] 31800004 3YI VUUSZUD PO DUI 
-91S1S UN Op 3JUSUVIZIUI DIGUOSSO GUNA IIM] DT ‘1997 
-u18010f D]9p 21079292.1070f apodizu id ] 3 OHIO] DT 
*ofommuoI .3339P VINO] DU 
-viquisui v]]3p 1uorziod vp 27)015S 0UoSuzn 371070]17 DU 
-Diquai vp 1uo:zunif a] ‘101327U1S030f UANFOG 19N “DU 
-0438 0]jau Son] OUUDY OMq To 1UOZIA1 9] 2IqUAI “GIM] 
10770 3YNIBFUISOIOf IUOIZDAI A}IP ONS ]1 2 9PIONO]1I DUDIG 
“uu DT ‘(0°H 9 “09 DP 1904PIOGIOI IP 1S93UIS D] dl 
-onvf sd 10zzim cuoSuan 1130posd 1vsanb mo ul ‘omq 
Jo 1012094 9] 2 HATVN 9 dIV 24022499U1S dad 20M) V] 
-19p VIS1BUI,] DPOINTIOI FURIA MI UL ‘AOM] VITO 1UONZDI D] 
sof anp ul suzImaD 1893U1S0I0f DT ‘IPIOID]1? FUDIQUISUI 
3] asigUluI 0UOS MI Ul MuIZUI TP OPAFUIIUOI FUOZ 
-n]os DUN OLUOLIS 0] DPUoILI SYI VULIIUI DUDAGUIIUL 
Dun 3 VUISISI VUDIQUIIUI DUN VP 1INHISO) OUOS 2YI 
“150]do40]9 180 0Son] 0Y 1893u18030f 0] 3UVIA 97IN ‘342 
-150]01q 3]009];0u1 24170 2 170spioquvI ssvuLiof sad “09 
1]13p SUOIZISSY D] 3YI OLITO 2 uoU 1893UIS020f DT | 626 ] 


OTOLidv9 140 OLNNSSvII 


ii [(‘KL‘l‘lrr——r_ —@—‘ ‘’‘’1IIIeTTTVOO e eV 


ze qondv) = 90£ 


708 Capitolo 22 


980 


EpwarDs, G. e WALTER, D., (1983), C3, C4y: mechanisms, and 
cellular and environmental regulation of photosynthe- 
sis, University of California Press. 

GUTTERRIDGE, S., (1990), «Limitations of primary events of 
CO» fixation in photosynthetic organisms: the structu- 
re and mechanism of rubisco», Biochim. Biophys. Acta, 
1015, pp. 1-14. 

Harc4, M.D., (1987), «C4 photosynthesis: a unique blend 
of modified biochemistry, anatomy and ultrastructu- 
re», Biochim. Biophys. Acta, 895, pp. 81-106. 

HeBER, U. e Krause, G.H., (1980), «What is the physiologi- 
cal role of photorespiration?», Trends Biochem. Sci., 5, 
pp. 32-34. 


PROBLEMI 


980 


1. Perché la clorofilla ha un colore verde ed assorbe 
la luce nelle regioni dello spettro rossa e blu (Fig. 
22.5)? 


2. Indicate, ove vi sembri corretto, i componenti analo- 
ghi della catena di trasporto degli elettroni fotosinte- 
tica dei batteri fotosintetici purpurei e dei cloroplasti. 


3. L’antimicina A inibisce la fotosintesi nei cloroplasti. 
Stabilite il suo probabile sito di azione, spiegandone 
le ragioni. 


4. Calcolate l’efficienza energetica della fotosintsi cicli- 
ca e non ciclica nei cloroplasti, usando una luce a 
680 nm. Quale sarà l’efficienza con una luce a 500 
nm? Assumete che la formazione di ATP richieda 
59 kJ- mol”! nelle condizioni fisiologiche. 


*5. Qual è il minimo gradiente di pH necessario per 
sintetizzare ATP da ADP e P;? Assumete che 
[ATP]/([ADPIP;])= 103. T=25 °C e che vengano traslo- 
cati tre protoni per molecola di ATP generata. (Vedi Ta- 
bella 15.3 per le informazioni termodinamiche utili.) 


6. Stabilite la distribuzione della marcatura nel 
ribulosio-5-fosfato nel ciclo di Calvin dopo due cicli 
di esposizione alla !4CO3. 
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7. I cloroplasti vengono illuminati fino a che gli inter- 
medi del loro ciclo di Calvin non raggiungono uno 


stato stazionario. La luce viene quindi spenta. Come . 


variano i livelli di RuBP e di 3PG dopo questo evento? 


8. Qual è l’efficienza energetica del ciclo di Calvin com- 
binato con la glicolisi e la fosforilazione ossidativa; 


cioè, quale vantaggio metabolico si ha, nei termini . 


di percentuale dell’energia immessa, a sintetizzare 
amido a partire dalla CO», usando il NADPH e l’ATP 
prodotti dalla fotosintesi, invece di conservare diret- 
tamente questi composti «ad alta energia»? Assume- 
te che ogni NADPH sia energeticamente equivalente 
a tre molecole di ATP e che la sintesi e la demolizio- 
ne dell’amido siano energeticamente equivalenti alla 
sintesi e demolizione del glicogeno. 


9. Se unf pianta C3 e una pianta C4 vengono poste in- 


sieme in un recipiente sigillato e illuminato, la pian- .. 


ta C4 sopravvive, mentre la pianta C3 soffre e alla 
fine muore. Spiegate il perché. 


10. Le foglie di alcune specie di piante del deserto han- 
no un sapore acido al mattino presto, ma, durante 
il giorno, perdono questo sapore e diventano amare. 
Spiegate il perché. 
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1. Digestione, assorbimento e trasporto dei lipidi 


2. L'ossidazione degli acidi grassi 
A. L'attivazione degli acidi grassi 
B. Il trasporto attraverso la membrana mitocondriale 
C. La fB-ossidazione 
D. L'ossidazione degli acidi grassi insaturi 
E. L'ossidazione degli acidi grassi a catena dispari 
F. La B-ossidazione nei perossisomi 
G. Vie minori di ossidazione degli acidi grassi 


3. I corpi chetonici 


4. La biosintesi degli acidi grassi 
A. Una visione d'insieme della via 
B. La acetil-CoA carbossilasi 
C. La acido grasso sintasi 
D. Il trasporto dell’acetil-CoA mitocondriale nel citosol 
E. Elongasi e desaturasi 
F. La sintesi dei triacilgliceroli 


5. La regolazione del metabolismo degli acidi grassi 


6. Il metabolismo del colesterolo 
A. La biosintesi del colesterolo 
B. II controllo della biosintesi e del trasporto del colesterolo 
C. L'utilizzazione del colesterolo 


7. Il metabolismo dell’arachidonato: prostaglandine, prostacicline, 
tromboxani e leucotrieni 
A. Premesse 
B. La via ciclica del metabolismo dell’arachidonato: prostaglandi- 
ne, prostacicline e tromboxani 
C. La via lineare del metabolismo dell’arachidonato: i leucotrieni 


8. Il metabolismo di fosfolipidi e glicolipidi 
A. 1 glicerofosfolipidi 
B. Gli sfingofosfolipidi 
C. Gli sfingoglicolipidi 


Il metabolismo 
lipidico 


[981]I lipidi svolgono funzioni indispensabili nella 
struttura e nel metabolismo cellulare. 
I triacilgliceroli, per esempio, sono la principale for- 
ma di accumulo di energia metabolica negli animali; 
il colesterolo è un componente vitale delle membra- 
ne cellulari e un precursore degli ormoni steroidei 
e degli acidi biliari; l’arachidonato è un acido grasso 
insaturo che serve come precursore di prostaglandi- 
ne, prostacicline, tromboxani e leucotrieni, potenti 
mediatori intracellulari che controllano numerosi pro- 
cessi complessi; glicolipidi complessi e fosfolipidi so- 
no componenti maggioritari delle membrane biolo- 
giche. 

Abbiamo trattato della struttura dei lipidi semplici 
e complessi nel paragrafo 11.1. 
Nella prima metà di questo capitolo prenderemo in 
considerazione il metabolismo degli acidi grassi e dei 
triacilgliceroli comprese la loro digestione, ossidazio- 
ne e biosintesi. 
Prenderemo quindi in considerazione come viene sin- 
tetizzato e utilizzato il colesterolo, e come l’arachi- 
donato viene convertito in prostaglandine, prostaci- 
cline, tromboxani e leucotrieni. Concluderemo stu- 
diando come glicolipidi complessi e fosfolipidi sono 
sintetizzati a partire dai loro componenti semplici, 
lipidi e carboidrati. 


1. DIGESTIONE, ASSORBIMENTO 
E TRASPORTO DEI LIPIDI 


[982 |I triacilgliceroli (chiamati anche grassi, tri- 
gliceridi e lipidi di deposito) costituiscono sia il 
-90% dei lipidi assunti con l’alimentazione che la 
forma principale di immagazzinamento di energia me- 
tabolica nell’uomo. I triacilgliceroli sono triesteri di 
glicerolo con acidi grassi come gli acidi palmitico e 
oleico (vedi formula alla pagina seguente) 
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CH,0H ATP  ADP ù CH30H NAD* NADH+H* CHy0H 
Ì Glicerolo I nua Glicerolo I A 
CH,0H chinasi CH,—_0—PO5 fosfato CH,—0—P0} 
° deidrogenasi 
L-glicerolo L-glicerolo-3-fosfato 


Figura 23.3 La conversione del glicerolo nell’intermedio glicolitico 
diidrossiacetone fosfato. 


I lipidi sono trasportati in complessi lipoproteici 


[886]I prodotti della digestione dei lipidi assorbiti 
dalla mucosa intestinale sono convertiti da questo tes- 
suto in triacilgliceroli (paragrafo 23.4F) e quindi im- 
pacchettati in particelle lipoproteiche chiamate chi- 
lomicroni. Questi, a loro volta, attraverso il sistema 
linfatico sono rilasciati nel torrente circolatorio per 
essere trasportati ai tessuti. Analogamente, i triacil- 
gliceroli sintetizzati dal fegato sono impacchettati nel- 
le lipoproteine a densità molto bassa (VLDL) e 
rilasciati direttamente nel sangue. Queste lipoprotei- 
ne, la cui origine, struttura e funzione sono state de- 
scritte nel paragrafo 11.4, mantengono in soluzione 
acquosa i propri componenti lipidici altrimenti inso- 
lubili. 


Figura 23.4 Il classico esperimento di Franz Knoop che indica che 
gli acidi grassi sono ossidati metabolicamente in corrispondenza del 
loro atomo di carbonio 8. Acidi grassi marcati con fenile in w conte- 
nenti un numero dispari di atomi di carbonio vengono ossidati ad 
acido benzoico, il prodotto Ci marcato con fenile, mentre quelli con 
un numero pari di atomi di carbonio vengono ossidati ad acido feni- 
lacetico, il prodotto C2 marcato con fenile. Questi prodotti vengono 
escreti sotto forma delle loro rispettive glicinamidi acido ippurico e 
acido fenilacetico. Le frecce verticali indicano i siti dedotti di ossida- 
zione del carbonio. I prodotti C, intermedi sono ossidati a CO, ed 
H70 e non vengono quindi isolati. 


(o) lo) 
} } 4 74 Il 
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I triacilgliceroli che compongono chilomicroni e 
VLDL vengono idrolizzati ad acidi grassi liberi e gli- 
cerolo nei capillari del tessuto adiposo e del muscolo 
scheletrico ad opera della lipasi lipoproteica (para- 
grafo 11.4B). Gli acidi grassi liberi che ne risultano. 
sono incorporati da questi tessuti mentre il glicerolo 
viene trasportato al fegato o al rene. Lì viene conver- 
tito nell’intermedio glicolitico diidrossiacetone fosfa- 
to ad opera delle azioni sequenziali di glicerolo chi- 
nasi e glicerolo-3-fosfato deidrogenasi (Fig. 23.3). 

La mobilizzazione dei triacilgliceroli accumulati nel 
tessuto adiposo coinvolge la loro idrolisi a glicerolo 
e acidi grassi liberi ad opera della triacilglicerolo 
lipasi ormone-sensibile (paragrafo 23.5). Gli acidi 
grassi liberi vengono rilasciati nel sangue dove si le- 
gano all’albumina, una proteina solubile monome- 
rica di 66,5 kD che rappresenta circa la metà delle 
proteine del siero. In assenza di albumina, la solubi- 
lità massima degli acidi grassi liberi è — 10-6M. Al 
di sopra di questa concentrazione, gli acidi grassi li- 
beri formano micelle che funzionano come detergenti 
sconvolgendo la struttura di membrane e proteine 
e comportandosi quindi come agenti tossici. Tuttavia 
la solubilità effettiva degli acidi grassi nei complessi 


acidi grassi-albumina raggiunge il valore di 2 mm. - 


Ciò non di meno, quei rari individui affetti da anal- 
buminemia (livelli di albumina gravemente depressi) 


non soffrono di sintomi apparentemente negativi; evi- 
dentemente i loro acidi grassi vengono trasportati in . 


complesso con altre proteine del siero. 
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2. L’OSSIDAZIONE DEGLI ACIDI GRASSI 


[887]La strategia biochimica dell’ossidazione degli 
acidi grassi è stata compresa molto prima dell’avvento 
delle moderne tecniche biochimiche che coinvolgo- 
no la purificazione degli enzimi o l’uso di traccianti 
radioattivi. Nel 1904 Franz Knoop, nel primo esem- 
pio di uso di marcatori chimici per seguire le tracce 
di una via metabolica, ha nutrito dei cani con degli 
acidi grassi marcati sul loro atomo di carbonio w (l’ul- 
timo) con un anello benzenico e ha isolato dalle loro 
urine i prodotti metabolici contenenti fenile. I cani 
nutriti con acidi grassi marcati a catena dispari eli- 
minavano acido ippurico, mentre quelli nutriti con 
acidi grassi a catena pari eliminavano acido fenila- 
ceturico, la glicinamide dell’acido fenilacetico (Fig. 
23.4). Knoop ha quindi dedotto che l’ossidazione del- 
l’atomo di carbonio 8 a gruppo carbossilico è coin- 
volta nella demolizione degli acidi grassi. Altrimenti 
l’acido fenilacetico sarebbe ulteriormente ossidato ad 
acido benzoico. Knoop ha proposto che questa demo- 
lizione avvenga tramite un meccanismo noto come 
B-ossidazione in cui l’atomo Cg dell’acido grasso 
viene ossidato. Solo nel 1950, però, in seguito alla sco- 
perta del coenzima A, sono stati isolati gli enzimi 
dell’ossidazione degli acidi grassi ed è stato chiarito 
il meccanismo delle loro reazioni. Questo lavoro ha 
confermato le ipotesi di Knoop. 


A. L'attivazione degli acidi grassi 


[888 ]Prima di poter essere ossidati gli acidi grassi 
devono essere «attivati» per poter reagire, con una 
reazione di acilazione dipendente da ATP che gene- 
ra acil-CoA grasso. Questo processo di «attivazione» 
è catalizzato da una famiglia di almeno tre acil-CoA 
sintetasi (chiamate anche tiochinasi) che differisco- 
no per la specificità verso la lunghezza della catena. 
Questi enzimi, che sono associati con il reticolo endo- 
plasmatico o con la membrana mitocondriale ester- 
na, catalizzano tutti la reazione 


acido grasso + CoA + ATP == acil-CoA + AMP + PP; 


Nell’attivazione del palmitato, marcato con 180, da 
parte di una acil-CoA sintetasi a catena lunga, sia 
l’AMP che l’acil-CoA prodotti sono marcati da ‘50. 
Questa osservazione indica che la reazione ha un’a- 
nidride mista acilademilata intermedia che viene at- 
taccata dal gruppo sulfidrilico del CoA per formare 
il prodotto tioestere (Fig. 23.5). La reazione comporta 
sia il taglio che la sintesi di legami con elevate ener- 
gie libere negative di idrolisi così che la modificazio- 
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Figura 23.5 Il meccanismo della «attivazione» degli acidi grassi cata- 
lizzata dalla acil-CoA sintetasi. Esperimenti condotti utilizzando acidi 
grassi marcati con ‘80 (*) dimostrano che la formazione di acil-CoA 
coinvolge come intermedio un’anidride mista aciladenilata. 


ne dell’energia libera associata alla reazione comples- 
siva è prossima a zero. La reazione è sostenuta fino 
alla fine nella cellula dall’idrolisi altamente esoergo- 
nica del pirofosfato (PP,) catalizzata dalla ubiquita- 
ria pirofosfatasi inorganica. Quindi, come avvie- 
ne comunemente nelle vie metaboliche, una reazio- 
ne che forma un legame «ad alta energia» attraverso 
l’idrolisi di uno dei legami fosfoanidride dell’ATP è 
sostenuta fino alla fine dall’idrolisi del secondo di ta- 
* li legami. 


B. Il trasporto 
attraverso la membrana mitocondriale 


[989 ] Anche se gli acidi grassi sono attivati per l’ossi- 
dazione nel citosol, sono ossidati nei mitocondri, co- 
me hanno dimostrato, nel:1950, Eugene Kennedy e 
Albert Lehninger. Dobbiamo quindi prendere in con- 
siderazione come l’acil-CoA venga trasportato attra- 
verso la membrana mitocondriale interna. Un acil- 
CoA a catena lunga non può attraversare direttamente 
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con la mediazione di una serie di reazioni di trasferi- 
mento di elettroni. La flavoproteina che trasferi- 
sce elettroni (ETF) trasferisce una coppia di elet- 
troni da FADH; alla proteina flavo-ferro-solforata 
ETF:ubichinone ossidoreduttasi che, a sua volta, 
trasferisce una coppia di elettroni alla catena di tra- 
sporto di elettroni mitocondriale riducendo il coen- 
zima Q (CoQ; Fig. 23.8, reazioni 5-8). La riduzione 
di O ad H,0 da parte della catena di trasporto de- 
gli elettroni iniziando allo stadio di CoQ ha come ri- 
sultato la sintesi di due ATP per coppia di elettroni 
trasferita (paragrafo 20.2B). 


La deficienza di acil-CoA deidrogenasi 
ha conseguenze fatali 


[992 ] La morte improvvisa di un neonato apparente- 
mente sano, spesso notturna, è stata chiamata, per 
mancanza di spiegazioni reali, sindrome della mor- 
te improvvisa del neonato (SIDS). 
La acil-CoA a catena media deidrogenasi (MCAD) 
è stata trovata carente ben nel 10% di questi neonati, 
rendendo questa malattia genetica più frequente della 
fenilchetonuria (PKU) (paragrafo 24.3H), un difet- 
to genetico nella degradazione della fenilalanina per 
il quale vengono di routine analizzati tutti i neonati. 
Il glucosio è il principale substrato del metabolismo 
energetico appena dopo il pasto, ma quando il livello 
di glucosio più tardi diminuisce, il ritmo della ossi- 
dazione degli acidi grassi deve, di conseguenza, au- 
mentare. La morte improvvisa nei neonati privi di 
MCAD potrebbe essere determinata dallo squilibrio 
tra ossidazione di glucosio e di acidi grassi. 

Una deficienza di acil-CoA deidrogenasi è stata an- 
che implicata nella malattia giamaicana del vo- 


guito da convulsioni, coma e morte. Nella maggior 
parte dei casi si osserva una grave ipoglicemia. Que- 
sta condizione deriva dall’assunzione del frutto 
dell’«ackee» acerbo, che contiene ipoglicina A, un 
amminoacido insolito, che viene metabolizzato a 
metileneciclopropilacetil-CoA (MCPA-CoA). Si ri- 
tiene che MCPA-CoA, un substrato per la acil-CoA 
deidrogenasi, vada incontro al primo passaggio della 
reazione catalizzata da questo enzima, la rimozione 
di un protone da C,, e generi un intermedio reatti- 
vo che modifica covalentemente il gruppo prostetico 
FAD dell’enzima (Fig. 23.10). Poiché una tappa nor- 
male nel meccanismo di reazione dell’enzima gene- 
ra l’intermedio reattivo, si dice che MCPA-CoA è un 
inibitore basato su meccanismo. 


La reazione della tiolasi procede 
col taglio di un estere di Claisen 


[993]La enoil-CoA idratasi catalizza l’aggiunta ste- 
reospecifica di H,0 al doppio legame trans a,8 del 
suo substrato generando 3-L-(S)-idrossiacil-CoA. 

La 3-L-idrossiacil-CoA deidrogenasi ossida questo al- 
col secondario a chetone utilizzando NAD* come 
agente ossidante. 

Lo stadio finale del processo di B-ossidazione degli aci- 
di grassi, la reazione della tiolasi, genera acetil-CoA e 
un nuovo acil-CoA che è di due atomi di carbonio più 
corto di quello che ha iniziato il ciclo (Fig. 23.11): 


1. Il primo passaggio della reazione della tiolasi coin- 
volge la formazione di un legame tioestere con 
il substrato a opera di un gruppo tiolico del sito 
attivo, una deduzione basata sull’osservazione che 
['4*Clacetil-CoA marca uno specifico residuo Cys 


mito, le cui vittime soffrono di vomito violento se- dell’enzima. 
CHo H i CH» (o) Figura 23.10 La conversione metabolica del- 
/N I = /N Il l’ipoglicina A che genera un prodotto che 
HyC=C—- CHT— CH, —C—C00 ——*» H,C=C—CHTCH,—C— SCoA inattiva la acil-CoA deidrogenasi. Modifica- 
2 2 ; 2 2 
ls Metabolismo zioni dello spettro suggeriscono che il FAD 
NH3 che costituisce il gruppo prostetico Larita 
3 5 p a F zima è stato modificato, anche se l’addotto 
dpoglicina.a. para ra implicato non è stato ancora caratterizzato. 
Acil-CoA 
H deidrogenasi 
HyC o CH (o) 
= I AO: 
n Vi CH—C—SCgA ————==* H,C=CT—CHT—CH—C—SCoA 
HyC 


Intermedio che reagisce con il FAD della acil-CoA deidrogenasi 


[994][995] 
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î 
E—SH + CH:—C—SCoA 


Tiolasi Acetil-CoA 


CoASH 


tripsina 
Val — Cys-Ala—Ser- Gly-Met— Lys 


2. Il secondo passaggio coinvolge il taglio del lega- 
me carbonio-carbonio che genera un carbanione 
acetil-CoA intermedio che è stabilizzato dalla re- 
trazione di elettroni all’interno del gruppo car- 
bonilico del tioestere. Questo tipo di reazione è 
nota come taglio di un estere di Claisen (il contra- 
rio di una condensazione di Claisen). L’enzima del 
ciclo dell’acido citrico citrato sintasi catalizza an- 
che una reazione che coinvolge un carbanione 
acetil-CoA intermedio (paragrafo 19.3A). 

3. Il carbanione acetil-CoA intermedio è protonato 
da un gruppo acido dell’enzima generando acetil- 
CoA. 

4. Infine, CoA sostituisce il gruppo tiolico dell’enzi- 
ma dell’intermedio enzima-tioestere generando 
acil-CoA. 


L’ossidazione degli acidi grassi 
è altamente esoergonica 


[994] La funzione dell’ossidazione degli acidi grassi 
è, naturalmente, di generare energia metabolica. Cia- 
scun ciclo di B-ossidazione produce un NADH, un 
FADH; e un acetil-CoA. L’ossidazione dell’acetil-CoA 
attraverso il ciclo dell’acido citrico genera altri 
FADH; e NADH che vengono riossidati attraverso la 
fosforilazione ossidativa formando ATP. La comple- 
ta ossidazione di una molecola di acido grasso è quindi 
un processo altamente esoergonico, che genera nu- 
merosi ATP. Per esempio, l'ossidazione del palmitoil- 
CoA (che ha un gruppo acilico grasso Cig) richiede 
Sette cicli di -ossidazione con produzione di 7 
FADH», 7 NADH e 8 acetil-CoA. L’ossidazione degli 
8 acetil-CoA produce, a sua volta, 8 GTP, 24 NADH 
€ 8 FADH;. Poiché la fosforilazione ossidativa delle 
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Figura 23.11 Il meccanismo di azione della 6-chetoacil-CoA tiolasi. 
Un residuo Cys del sito attivo partecipa alla formazione di un inter- 
medio enzima-tioestere. 


31 molecole di NADH genera 93 ATP e quella dei 
15 FADH- genera 30 ATP, sottraendo i 2 ATP ne- 
cessari per la formazione dell’acil-CoA grasso (para- 
grafo 23.24), l’ossidazione di una molecola di palmi- 
tato dà una resa netta di 129 ATP. 


D. L’ossidazione degli acidi grassi insaturi 


[995]Quasi tutti gli acidi grassi insaturi di origine 
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(S)-metilmalonil-CoA 


Figura 23.15 La reazione della propionil-CoA carbossilasi coinvolge: 
(1) la carbossilazione della biotina con la concomitante idrolisi di 
ATP; seguita dalla (2) carbossilazione di un carbanione propionil-CoA 
mediante il suo attacco sulla carbossibiotina. 


Queste due tappe della reazione si verificano su siti 
catalitici diversi della propionil-CoA carbossilasi. E 
stato quindi proposto che il legame della biotinillisi- 
na che collega l’anello biotinico all’enzima formi un 
giunto flessibile che permetta un trasferimento effi- 
ciente dell’anello biotinico tra questi due siti attivi, 
come è postulato per l’enzima contenente biotina pi- 
ruvato carbossilasi (paragrafo 21.1A). 

La formazione del carbanione C(2) nel secondo sta- 
dio della reazione della propionil-CoA carbossilasi 
coinvolge il trasferimento di un protone a a un tioe- 
stere. Questo protone è relativamente acido poiché, 
come abbiamo visto nel paragrafo 23.2C, la carica 
negativa su un carbanione a può essere delocalizzata 
nel gruppo carbonilico del tioestere. Questo può spie- 
gare la via relativamente convoluta percorsa nella con- 
versione del propionil-CoA a succinil-CoA (Fig. 23.14). 
Sembrerebbe più semplice, per lo meno sulla carta, 


Enzima biotinilato 


che questo processo avvenisse in una singola tappa, È 
con la carbossilazione a livello del C(3) del propionil- 
CoA in modo da formare direttamente succinil-CoA. . 


Il carbanione C(3), necessario però per una tale de- 


carbossilazione, sarebbe estremamente instabile. La. 


natura ha invece scelto una via più facile anche se 
meno diretta che carbossila il propionil-CoA in una 
posizione più reattiva e quindi riarrangia lo schele- 
tro C4 in modo da formare il prodotto desiderato. 


La metilmalonil-CoA mutasi contiene 
il coenzima Bz come gruppo prostetico 


[000] La metilmalonil-CoA mutasi, che catalizza la 
terza reazione della conversione del propionil-CoA 2 
succinil-CoA (Fig. 23.14), è specifica per il 
(R)-metilmalonil-CoA anche se la propionil-CoA car- 


bossilasi sintetizza stereospecificamente (S}-metil. 


malonil-CoA. Questa diversione (Fig. 23.15) è rettifica- 
ta dalla metilmalonil-CoA racemasi, che intercon- 
verte le configurazioni (R) e (S) del metilmalonil-CoA, 
presumibilmente promuovendo la dissociazione rever- 
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sibile del suo a-H acido attraverso la formazione di un 
intermedio carbanione stabilizzato dalla risonanza. 
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Carbanione intermedio stabilizzato 
dalla risonanza 
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La metilmalonil-CoA mutasi, che catalizza un insoli- 
to riarrangiamento dello scheletro carbonioso (Fig. 
23.16), utilizza una 5’-deossiadenosil cobalammi- 
na come gruppo prostetico (chiamata anche coenzi- 
ma B,2). Dorothy Hodgkin ha determinato la strut- 
tura di questa molecola complessa (Fig. 23.17) nel 1956 
(un successo che costituisce una pietra miliare) me- 
diante analisi cristallografica ai raggi X associata a 
studi di degradazione chimica. La 5’-deossiadenosil 
cobalammina contiene un anello corrinico di tipo 
eme i cui quattro atomi di N pirrolici si legano allo 
ione Co, che ha 6-coordinate. Il quinto ligande di Co 
è un atomo N di un nucleotide 5,6-dimetilbenzim- 
midazolo (DMB) che viene collegato covalentemen- 
te all’anello corrinico D. Il sesto ligande è un gruppo 
5’-adenosilico in cui l'atomo C(5‘’) del deossiribosio 
forma un legame covalente C—Co, l’unico legame 
carbonio-metallo noto in biologia. In alcuni enzimi, 
il sesto ligande. è invece un gruppo CH; che analo- 
gamente forma un legame C—Co. 

Il legame C—Co reattivo del coenzima B,, parteci- 
pa a due tipi di reazioni catalizzate da enzimi: 


1. I riarrangiamenti in cui un atomo di idrogeno vie- 
ne trasferito direttamente tra due atomi di carbo- 
nio adiacente con concomitante scambio del se- 
condo sostituente, X: 


dove X può essere un atomo di carbonio con so- 
stituenti, un atomo di ossigeno di un alcol o una 
ammina. 


2. I trasferimenti di un gruppo metilico tra due mo- 
lecole. 


Ci sono circa una dozzina di enzimi noti dipendenti 
da cobalammina. Solo due sono presenti in sistemi 
di mammifero: la metilmalonil-CoA mutasi, che ca- 
talizza un riarrangiamento dello scheletro carbonio- 
so (il gruppo X nel riarrangiamento è —COSCoA; Fig. 
23.16) e l’omocisteina metiltransferasi, un enzi- 


H H Metilmalonil- H H 
E La CoA mutasi na Il 
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Figura 23.16 Il riarrangiamento catalizzato dalla metilmalonil-CoA mu- 
tasi. 


5'-deossiadenosiicobalammina (coenzima Bx2) 


Figura 23.17 La struttura della 5’-deossiadenosil.-cobalammina (coen- 
zima B12). 
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[1004] 


‘ cesso mitocondriale di due ATP per ciascun ciclo 
Cs. La H30: prodotta viene convertita in H,0 e 
O; per azione della catalasi perossisomiale (para- 
grafo 1-2A). 

2. Enoil-CoA idratasi e 3-L-idrossiacil-CoA deidroge- 
nasi dei perossisomi, attività che risultano a cari- 
co di un singolo polipeptide e quindi allungano 
l'elenco degli enzimi multifunzionali. Le reazioni 
catalizzate sono identiche a quelle del sistema mi- 
tocondriale (Fig. 23.8). i 

3. Tiolasi dei perossisomi, che ha una diversa speci- 
ficità per la lunghezza della catena della sua con- 
troparte mitocondriale. È quasi inattiva con acil- 
CoA lunghi Cz o meno, e quindi gli acidi grassi 
non vengono completamente ossidati nei perossi- 


somi. 
CHg CHg 
CH3-{CH—CH—CH>—CHx}-C= CH— CH,0H 
Fitolo 
pi i 
CH3st CH—CH,—CH,— CH2}r CH_-CHo— SG 
Acido fitanico Oo° 
| rana a-idrossilasi 
fa CH È 
OH o 
CO, Fitanato «-ossidasi 
CHa CHg Va 
CH3-{CH—CH2— CHa_CHr}3 CH—C 
Oo° 
Acido pristanico 
ATP + CoA 
Acil-CoA sintasi 
AMP + PP; ° 
CHa CH, 0 


o CO _— 
custGn_ca, Sc 3- CH —C—SCoA 


| cicli di B-ossidazione 


CHa o o 0 < Figura 23.19 L'acido fitanico, un iigra di de- 
-_.(H-C + 3 para SCoA + 3CH.— CH, (— SCoA . gradazione del fitolo, catena laterale della cloro- 
CISA 300 CSA “Ha i # : filla, viene metabolizzato ad acido pristanico me- 
2-metil- Acetil-CoA Propionil-CoA diante a-ossidazione a cui fa seguito la B-ossida- 


propionil-CoA 
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Anche se la B-ossidazione dei perossisomi non è di- 
pendente dal trasporto dei gruppi acilici nei perossi- 
somi come esteri della carnitina, il perossisoma con- 
tiene sia una carnitina-acetil transferasi che una tran- 
sferasi specifica per gruppi acilici a catena più lunga. 
Gli acil-CoA le cui catene sono state accorciate dalla 
B-ossidazione dei perossisomi vengono quindi con- 
vertiti nei corrispondenti esteri della carnitina. Que- 
ste sostanze diffondono passivamente per la maggior 
parte fuori dai perossisomi fino ai mitocondri dove 
vengono ulteriormente ossidate. 


G. Vie minori di ossidazione 
degli acidi grassi 


[1004] La B-ossidazione è bloccata da un gruppo alchi- 
lico in corrispondenza del Cg di un acido grasso, e 
quindi di un qualunque atomo di carbonio «dispari». 
Uno di questi acidi grassi a catena ramificata, com- 
ponente comune della dieta, è l’acido fitanico. Que- 
sto prodotto di demolizione metabolica della catena 
laterale fitile della clorofilla (paragrafo 22.2A) è pre- 


sente nei latticini e nel grasso dei ruminanti anche. 


se, sorprendentemente, la clorofilla di per sé è una 
fonte alimentare povera di acido fitanico per l’uomo. 
L’ossidazione degli acidi grassi a catena ramificata 
‘come l’acido fitanico è facilitata dall’a-ossidazione 


(Fig. 23.19). In questo processo il C, dell’acido gras-. 


so è idrossilato e il prodotto risultante viene decar- 
bossilato generando un nuovo acido grasso con un 
Cg non sostituito. L’ulteriore degradazione della mo- 
lecola può quindi continuare tramite sei cicli della 


normale 6-ossidazione generando tre propionil-CoA 


e un 2-metilpropionil-CoA (che è convertito in suc- 
cinil-Co A). 

Un raro difetto genetico, il morbo di Refsum o 
sindrome da accumulo dell’acido fitanico, deri- 
va dall’accumulo di questo metabolita in tutto il cor- 
po. La malattia, che è caratterizzata da progressive 
difficoltà neurologiche come tremori, andatura in- 
certa e scarsa visione notturna, deriva da una attivi- 
tà molto ridotta di a-idrossilazione. I suoi sintomi pos 
sono quindi essere attenuati da una dieta che riduca 
l'assunzione di cibi contenenti acido fitanico. 

Gli acidi grassi a catena media e lunga sono conver- 
titi ad acidi dicarbossilici mediante w-ossidazione (0s- 
sidazione dell’ultimo atomo di carbonio). Questo pro- 


zione. 


[1005] 


Il metabolismo lipidico 725 
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cesso, catalizzato da enzimi del reticolo endoplasma- 
tico (microsomi), coinvolge la idrossilazione dell’ato- 
mo di C, di un acido grasso da parte del citocromo 
Pa50, una monoossigenasi che utilizza NADPH e O.. 
Il gruppo OH viene quindi ossidato a gruppo carbos- 
silico, convertito a derivato di CoA a una delle due 
estremità, ed ossidato tramite f-ossidazione. La «- 
ossidazione è probabilmente di significato minorita- 
rio nell’ossidazione degli acidi grassi. 


3. I CORPI CHETONICI 


1005] L’acetil-CoA prodotto dall’ossidazione degli acidi 
grassi nei mitocondri del fegato può essere ulterior- 
mente ossidato tramite il ciclo dell’acido citrico come 
è discusso nel Capitolo 19. Una frazione significativa 
però di questo acetil-CoA ha un’altro destino: Trami- 
te un processo noto come chetogenesi, ché avviene 
principalmente nei mitocondri del fegato, l’acetil-CoA 
viene convertito in acetoacetato o in D-f-idrossi- 
butirrato. Questi composti, che assieme all’acetone 
vengono in qualche modo inaccuratamente definiti 
corpi chetonici, 


(0) (o) (0) 
Il 4 Il 
H3C-C— Hart H3C—C— CH3g 
07 
Acetoacetato Acetone 
OH 0) 
| 7 
ae ee 

H o 


D-B-idrossibutirrato 


funzionano come importanti combustibili metabolici 
per molti tessuti periferici, in particolare cuore e mu- 
scolo scheletrico. Il cervello in circostanze normali usa 
solo glucosio come fonte energetica (gli acidi grassi 
non possono superare la barriera ematoencefalica) ma 
durante il digiuno i corpi chetonici diventano la prin- 
cipale fonte di energia del cervello (paragrafo 25.3A). 
I corpi chetonici sono gli equivalenti idrosolubili degli 
acidi grassi. 

La formazione di acetoacetato avviene in tre rea- 
zioni (Fig. 23.20): 


1. La condensazione di due molecole di acetil-CoA 
in acetoacetil-CoA ad opera della tiolasi (chia- 
mata anche acetil-CoA acetiltransferasi) con 
una reazione che va nella direzione inversa di 
quella della tappa finale della 6-ossidazione (para- 
grafo 23.2C). 


î î 
CH3— C—-SCoA + CH3g— C_ SCoA 
Acetil-CoA Acetil-CoA 
1| Tiolasi 
H— SCoA (acetil-CoA acetil transferasi) 
lo) 0 
Il Il 
Acetoacetil-CoA 


î 
H20 + CHg—C—SCoA — tgrossimetilglutaril-CoA sintasi 


2 i ; , 
H— SCoA (HMG-CoA sintasi) 


di 
"0,C— CH,—C— CH,— C— SCoA 
CHg 


B-idrossi-6-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) 
Idrossimetilglutaril-CoA liasi 


3| (HMG-CoA liasi) 
î î 
£ | 
0,C—-CHo—C—-CH3z + CH3—C—SCoA 
Acetoacetato Acetil-CoA 


Figura 23.20 Le reazioni enzimatiche che generano acetoacetato a 
partire da acetil-CoA. (1) Due molecole di acetil-CoA condensano 
formando acetoacetil-CoA in una reazione catalizzata dalla tiolasi. 
(2) Una condensazione di tipo estere di Claisen dell’acetoacetil-CoA 
con un terzo acetil-CoA genera £-idrossi-B-metilglutari-CoA 
{HMG-CoA), catalizzata dalla HMG-COA sintasi. (3) La degradazione 
di HMG-COA ad acetoacetato ed acetil-CoA in un taglio aldolo misto- 
estere di Claisen catalizzato dalla HMG-CoA liasi. 


2. La condensazione dell’acetoacetil-CoA con un 
terzo acetil-CoA ad opera della HMG-CoA-sin- 
tasi produce /-idrossi-6-metilglutaril-CoA 
(HIMG-CoA). Il meccanismo di questa reazione 
assomiglia all’inverso della reazione della tiolasi 
(Fig. 23.11) nel senso che un gruppo tiolico del 
sito attivo forma un intermedio acil-tioestere. 

3. La degradazione dell’HMG-CoA. ad acetoacetato ed 
acetil-CoA in un taglio aldolo misto-estere di Clai- 
sen da parte della HMG-CoA liasi. Il meccani- 
smo di questa reazione è analogo all’inverso della 
reazione della citrato sintetasi (paragrafo 19.3A). 
(HMG-CoA è anche un precursore nella biosintesi 
del colesterolo e quindi può essere stornato in que- 
sto senso come è discusso nel paragrafo 23.64). 


La reazione complessiva catalizzata da HMG-CoA sin- 
tasi e HMG-COA liasi è 
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O CO, 0 
H OH CH O È Ì Il < Figura 23.26 La sequenza di reazioni della 
E ] Ul È Il CH3_C—SCoA + HT—SACP CHo—CT—SCoA + H—SACP biosintesi degli acidi grassi. Per dare ori- 
HS—CH,—CHo-N—-CT—CHy_CHo-N-C—-C—-CT—CH,—0—-PT_ 0—CHs—Ser—ACP Acetil-CoA Malonil-CoA. gine al palmitato la via si ripete per sette 
E E o JB | fo dle 4 le ERETTI # lui PORRS cicli di allungamento con C, seguiti da 
5 cetil-CoA-. -CoA- i idrolisi 
Cisteammina 0) O H CHg e) H— SCoA car H— SCoA "a ci una tappa finale di idrolisi. 
Gruppo prostetico di fosfopanteteina di ACP o 007 0 
CHy—C —SACP CH C—SACP 
H 7 ida Cia î 0 Acetil-ACP Malonil-ACP 
a NE N er 8 TT n o Adenina ele 
L_r—__—__—_y—____ = Sd e 
Cisteammina o o H CHz io) 0) H H 2a 
H H H—SACP 
i —?20;PO OH B-chetoacil-ACP 
Gruppo di fosfopanteteina di CoA e sintasi (enzima 
L condensante) 


Figura 23.24 Il gruppo della fosfopanteteina nella proteina trasporta- 
trice di acili (ACP) e nel CoA. 


panteteina che forma tioesteri con i gruppi acilici. 


Il gruppo fosfopanteteina fosforile è esterificato al 
gruppo OH di un residuo Ser di una ACP, mentre 
nel CoA è esterificato ad AMP. In E. coli ACP è un 
polipeptide di 10 kD negli animali fa parte di una 
proteina multifunzionale più grande. 

I coenzimi di ossidoriduzione delle vie della bio- 
sintesi e della ossidazione degli acidi grassi sono di- 
versi (NAD+ e FAD per l’ossidazione; NADPH per 
la biosintesi) come è diversa la stereochimica delle 
loro tappe intermedie, ma la loro differenza princi- 
pale è il modo in cui le unità C, vengono rimosse 
o aggiunte alla catena dell’aciltioestere. Nella via os- 
sidativa la B-chetotiolasi catalizza il taglio del legame 
Ca-Cs del f-chetoacil-CoA in modo da produrre 
acetil-CoA ed un nuovo acil-CoA grasso, che è più 
corto di una unità C2. La AG°®’ di questa reazione 
è molto vicina a zero così che essa può funzionare 
anche all’inverso (formazione di corpi chetonici). Nel- 
ld via biosintetica la reazione di condensazione è ac- 
coppiata all’idrolisi di ATP che sostiene la reazione 
/ fino al completamento. Questo processo coinvolge due 
passaggi: (1) la carbossilazione dipendente da ATP 
dell’acetil-CoA da parte della acetil-CoA carbossi- 
lasi che genera malonil-CoA, e (2) la decarbossila- 
zione esoergonica del gruppo malonilico nella rea- 
zione di condensazione catalizzata dalla acido gras- 
so sintasi. I meccanismi di questi enzimi sono de- 
scritti nel prossimo paragrafo. 


B. La acetil-CoA carbossilasi 


[ioos] La acetil-CoA carbossilasi catalizza la prima 
tappa finalizzata della biosintesi degli acidi grassi 


e una delle tappe che ne regolano il flusso. Il mecca- 
nismo di questo enzima dipendente da biotina è molto 
simile a quello della propionil-CoA. carbossilasi (pa- 
ragrafo 23.2E) nel senso che avviene in due fasi, una 
attivazione del gruppo CO: e una carbossilazione: 


o, 
Il 


E— biotina 09C—CH,— C—SCoA + E— biotina 
Enzima biotinilato Malonil-CoA 


HCO7 O 
+ATP Il 
CH3— C— SCoA 
. ADP + P; Acetil-CoA 


‘ E— biotina — CO7 
Enzima carbossibiotinilato . 
In E. coli queste tappe sono catalizzate da subunità 
separate, chiamate rispettivamente biotina carbos- 
silasi e transcarbossilasi. In più, la biotina è legata 


come residuo di biocitina a una terza subunità chia- 


mata proteina di trasporto della carbossibioti- 
na. Gli enzimi aviario e di mammifero contengono 
sia entrambe le attività enzimatiche sia il trasporta- 
tore della carbossibiotina su di una singola catena po- 
lipeptidica di 230 KD. 


Le acetil-CoA carbossilasi aviarie e 
di mammifero sono regolate mediante 
polimerizzazione enzimatica 


[1009] La microscopia elettronica rivela che i proto- 
meri rettangolari piatti della acetil-CoA carbossilasi 
sia aviaria che di mammifero si associano formando 
lunghi filamenti con massa molecolare che va da 4000 
a 8000 kD (Fig. 23.25). Tale forma polimerica dell’en- 
zima è cataliticamente attiva, mentre il protomero 
non lo è. La velocità di biosintesi degli acidi grassi 
è quindi controllata dalla posizione dell’equilibrio tra 
queste due forme: 


I Il 
€Hyg—C — CHo—C— SACP 
Acetoacetil-ACP 
H* + NADPH 
4} B-chetoacil-ACP reduttasi 
NADP* 
Bai 
CHx-C — CHo— C— SACP 
H 
D-B-idrossibutirril-ACP 
5 | £-idrossiacil-ACP deidratasi 
Ho90 E 


no 
ei =C—C— SACP 
H 
a,8-trans-butenoil-ACP 


H*+ NADPH 
6 | Enoil-ACP reduttasi 


NADP* 


(0) 
Il 
CHx—CHo—- CH, CT SACP 


Butirril-ACP 


Y 
Le reazioni da 2 a 6 


riciclano altre sei volte 
(0) 
CH3CHo —(CHo),,— i SACP 
Palmitoil-ACP 
H30 —fpamitoa tioesterasi 


(0) 
Il 


CH3CH> —(CHy),, —_C—0O + H—SACP 


Palmitato 


Figura 23.25 Fotografia al microscopio elettronico accompagnata da 
un disegno interpretativo che mostra come i filamenti della acetil- 
CoA carbossilasi del fegato aviario siano formati da catene lineari 
di protomeri rettangolari piatti. (Per gentile concessione di Malcom 
Lane, The Johns Hopkins University School of Medicine.) 
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protomero (inattivo) == polimero (attivo) 


I metaboliti che influenzano maggiormente la posi- 
zione di questo equilibrio sono il citrato, che sposta 
l'equilibrio verso la formazione del polimero, e il ‘ 
palmitoil-CoA, che promuove la disaggregazione del 
polimero. Il citrato del citosol quindi, la cui concen- 
trazione aumenta quando aumenta la concentrazio- 
ne di acetil-CoA nei mitocondri (paragrafo 23.4D), at- 
tiva la biosintesi degli acidi grassi, mentre il palmitoil- 
CoA, il prodotto della via, è un inibitore a feedback. 

La acetil-CoA carbossilasi va anche soggetta a rego- 
lazione ormonale. Tanto il glucagone quanto adrena- 
lina e noradrenalina (paragrafo 17.3E) avviano la fo- 
sforilazione dipendente da cAMP dell’enzima, che 
sposta l’equilibrio in favore del protomero inattivo. 
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Figura 23.28 Il meccanismo proposto per la sintesi del palmitato me- 
diata dalla acido grasso sintasi animale. | cerchi rappresentano il di- 
mero multifunzionale di acido grasso sintasi. Cys-SH rappresenta la 
cisteina sulfidrile attiva della 8-chetoacil-ACP sintasi e pant-SH rap- 
presenta la panteteina sulfidrile della proteina trasportatrice di acili. 
Gli altri domini catalitici indicati nella Fig. 23.27 non sono mostrati 
qui ma sono presenti in entrambe le subunità del dimero. (Fonte: 
Warkil, S.]., STOOPS, J.K., e JOSHI, V.C., Annu. Rev. Biochem., 52, p. 
568, 1983.) 


Figura 23.29 Il trasferimento di acetil-CoA dal mitocondrio al citosol 
attraverso il sistema di trasporto degli acidi tricarbossilici. 


Mitocondrio 


(oi 


-.L0- f «Sistema di \___ 
RO 0rto: : Citrato \ trasporto del _] Citrato 
7 i \tricarbossilato .’ 


(FSE 


ADP + Pi 


Piruvato carbossilasi 


HCO3 + ATP 


Membrana 
mitocondriale 
esterna 


D. Il trasporto dell’acetil-CoA 
mitocondriale nel citosol 


[1011] L’acetil-CoA è generato nel mitocondrio tanto 
dalla decarbossilazione ossidativa del piruvato cata- 
lizzata dalla piruvato deidrogenasi (paragrafo 19.2A) 
quanto dall’ossidazione degli acidi grassi. Quando il 
fabbisogno di sintesi di ATP è basso, così che l’ossi- 
dazione dell’acetil-CoA mediante ciclo dell’acido ci- 
trico e fosforilazione ossidativa è minima, questo 
acetil-CoA mitocondriale può essere accumulato per 
essere usato in futuro come grasso. La biosintesi de- 
gli acidi grassi avviene nel citosol ma la membrana 
mitocondriale è essenzialmente impermeabile all’ace- 
til-CoA. L’acetil-CoA entra nel citosol sotto forma di 
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ADP + P; + CHg— C— SCoA 
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Figura 23.32 Le reazioni della via di biosintesi del triacilglicerolo. Triacilglicerolo 
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5. LA REGOLAZIONE DEL 
METABOLISMO DEGLI ACIDI GRASSI 


[1014] Parlare del controllo metabolico significa di so- 
lito occuparsi della regolazione del flusso dei meta- 
boliti attraverso una via in risposta ai diversi fabbi- 
sogni energetici e allo stato di nutrizione di un or- 
ganismo. La differenza, per esempio, nel fabbiso- 
gno energetico del muscolo tra lo stato di riposo 
e uno sforzo vigoroso può essere fino a 100 volte. 
Una tale variabilità di richieste può essere posta al 
corpo sia che si trovi in un buon stato di nutrizione 
sia che sia a digiuno. Per esempio Eric Newsholme, 
un’autorità nel campo della biochimica dello sfor- 
zo, corre per due ore prima di colazione. Altri in- 
vece potrebbero non desiderare di compiere uno 
sforzo maggiore del portare la mano alla bocca. In 
‘entrambi gli individui glicogeno e triacilgliceroli fun- 
zionano come i combustibili primari per i processi 
che richiedono energia e, in tempo di quiete, ven- 
gono sintetizzati in abbondanza per usi futuri. 
La sintesi e la demolizione di glicogeno e triacilgli- 
ceroli, come descritto in dettaglio in precedenza e nel 
Capitolo 17, sono processi che interessano l’intero or- 
ganismo, con organi e tessuti che formano una rete 
interdipendente messa in collegamento dalla circola- 
zione sanguigna. Il sangue trasporta i metaboliti re- 
sponsabili della produzione di energia: triacilglice- 
roli sotto forma di chilomicroni e VLDL (paragrafo 
11.4A), acidi grassi in complesso con l’albumina (pa- 
ragrafo 23.1), corpi chetonici, amminoacidi, lattato 
e glucosio. Le cellule pancreatiche @ e 8 registrano 
lo stato alimentare ed energetico dell’organismo 
principalmente attraverso la concentrazione di glu- 
cosio nel sangue. 
Le cellule @ rispondono alla bassa concentrazione 
di glucosio nel sangue caratteristica dello stato di 
digiuno e di richiesta energetica secernendo gluca- 
gone. Le cellule 8 rispondono all’alta concentrazio- 
ne di glucosio dello stato di nutrizione e di riposo 
secernendo insulina. Abbiamo parlato in preceden- 
za (paragrafi 17.3E e 17.3F) di come questi ormoni 
siano coinvolti nel metabolismo del glicogeno. Essi 
regolano anche la velocità delle opposte vie del me- 
tabolismo lipidico e controllano quindi se gli acidi 
grassi verranno ossidati o sintetizzati. I loro bersa- 
gli sono gli enzimi regolatori (generatori del flusso) 
della sintesi e della demolizione degli acidi grassi 
in tessuti specifici (Fig. 23.33). 
[1015] Ci sono già familiari la maggior parte dei mec- 
canismi con cui possono essere controllate le attivi- 
tà catalitiche degli enzimi regolatori: disponibilità 
del substrato, interazioni allosteriche e modificazio- 
ni covalenti (fosforilazione). Questi sono esempi di 


regolazione a breve termine, regolazione che fun- 
ziona con un tempo di risposta di minuti o anche 
meno. La sintesi degli acidi grassi è controllata, in 
parte, mediante regolazione a breve termine. La 
acetil-CoA carbossilasi, che catalizza la prima tappa 
finalizzata di questa via, viene inibita dal palmitoil- 
CoA e dalla fosforilazione dipendente da cAMP sti- 
molata dal glucagone, ed è attivata dal citrato e dalla 
fosforilazione stimolata dall’insulina (paragrafo 
23.4B). 

Esiste un altro meccanismo per il controllo degli 
enzimi regolatori delle vie: la modificazione della 
quantità di enzima presente mediante cambiamenti 
della velocità della sintesi e/o della degradazione del- 
la proteina. Questo processo richiede ore o giorni ed 
è quindi chiamato regolazione a lungo termine 
(il controllo di sintesi e degradazione delle proteine 
è trattato nei Capitoli 29 e 30). La biosintesi dei lipidi 
è controllata anche mediante regolazione a lungo ter- 
mine, con l’insulina che stimola e il digiuno che ini- 
bisce la sintesi di acetil-CoA carbossilasi e di acido 
grasso sintasi. Anche la presenza nella dieta di acidi 
grassi poliinsaturi diminuisce la concentrazione di 
questi enzimi. La quantità di lipasi lipoproteica del 
tessuto adiposo, l'enzima che dà inizio all’ingresso 
nel tessuto adiposo degli acidi grassi sotto forma di 
lipoproteine per l'accumulo (paragrafo 11.4B), è pu- 
re aumentata dall’insulina e diminuita dal digiuno. 
Il digiuno e/o l’esercizio fisico regolare diminuendo la 
concentrazione di glucosio nel sangue cambiano l’e- 
quilibrio ormonale del corpo. Questa situazione ha 
come risultato l’aumento a lungo termine dei livelli 
degli enzimi dell’ossidazione degli acidi grassi accom- 
pagnato dalla diminuzione a lungo termine di quelli 
della biosintesi dei lipidi. 


Gli ormoni regolano il metabolismo 
degli acidi grassi 


io16] L’ossidazione degli acidi grassi è ampiamente 
regolata dalla concentrazione degli acidi grassi nel san- 
gue che è, a sua volta, controllata dalla velocità di 
idrolisi dei triacilgliceroli nel tessuto adiposo da par- 
te della triacilglicerolo lipasi ormone-sensibile. 
Questo enzima è chiamato così perché è suscettibile 
di regolazione da parte di fosforilazione e defosfori- 
lazione in risposta ai livelli di cAMP controllati da 
ormoni. Adrenalina e noradrenalina, come fa il glu- 
cagone, funzionano aumentando le concentrazioni di 
cAMP del tessuto adiposo. cAMP attiva allosterica- 
mente la proteina chinasi dipendente da cAMP che, 
a sua volta, aumenta i livelli di fosforilazione degli 
enzimi suscettibili. La fosforilazione attiva la lipasi 
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(a) 


Figura 23.35 Lo squalene. (a) La conformazione estesa. Ciascun ri- 
quadro contiene un’unità isoprenica. (b) Ripiegato in preparazione 
della ciclizzazione come predetto da Bloch e Woodward. 


Acetil-CoA prenoidi essenziali oltre al colesterolo, e precisamen- 
| i te l’ubichinone (CoQ; Fig. 20.155), il dolicolo (Fig. 
21.14) e l’isopentenil adenosina (una base modificata 
I del tRN A; Fig. 30.13). Prenderemo in esame in detta- 
HMG-CoA glio la parte di questa via che porta alla sintesi del 
| HMG-CoA reduttasi colesterolo. 
Mevalonato 
Ù HMG-CoA è un precursore chiave del colesterolo 
I [1019] L’acetil-CoA viene convertito in unità isopreni- 
Mavalonzta che mediante una serie di reazioni che inizia con la 


PISIOETRO formazione di idrossimetilglutaril-CoA (HMG-CoA; 


| Fig. 23.20), un composto che abbiamo in precedenza 

incontrato come intermedio nella biosintesi dei corpi 
chetonici (paragrafo 23.3). Per la sintesi di HMG-CoA 
è necessaria la partecipazione di due enzimi: tiolasi 
ed HMG-CoA sintasi. Gli enzimi che formano l’HMG- 


Isopentenil Dimetilallit 
pirofosfato «<<  pirofosfato 


CoA che porta alla sintesi dei corpi chetonici si tro- 


Geranil pirofosfato vano nei mitocondri mentre quelli responsabili della 
sintesi dell’HMG-CoA che è destinato alla biosintesi 
| del colesterolo si trovano nel citosol. I loro meccani- 
Farnesil smi catalitici sono però identici. 
7 pirofosfato = HMG-CoA è il precursore di due intermedi isopre- 
noidi: isopentenil pirofosfato e dimetilallil piro- 


trans-prenil Squalene cis-prenil fosfato. 
transferasi sintasi transferasi 
CHg 
e î 
d HT Sg 9 
H[(7 “0 ‘0-P_0—P_0 
Ho Il fa 
(0) (0) 
do Isopentenil pirofosfato 
Figura 23.36 La via ramificata del metabolismo degli isoprenoidi nel- 
le cellule di mammifero. La via dà origine a ubichinone, dolicolo 
e isopentenil adenosina, una base modificata del tRNA, oltre a cole- . CHy 
sterolo. | Ho (6) (0) 
PLENPASS Il Il si 
Hg3C Cc a er 
acetato —> intermedio isoprenoide —> squalene —> o7 07 


—> prodotto di ciclizzazione —> colesterolo , 
Dimetilallil pirofosfato 
Questa via è stata verificata sperimentalmente e i suoi 
dettagli elaborati. Si sa ora che fa parte di una via 


ramificata (Fig. 23.36) che produce parecchi altri iso- quattro reazioni (Fig. 23.37): 


La formazione di isopentenil pirofosfato coinvolge 
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2NADPH 
HMG-CoA |1l 
reduttasi 2NADP* 
Cok 
HOL Bs 
ya 
Haé CHs— CHa-0H 
Li o” C& o 
Mevalonato 
ATP 
Mevalonato-5- 9 
fosfotransferasi 
ADP 
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H2C Sa Ra oro 
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IO deh 
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Fosfomevalonato 
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chinasi 
ADP 
HO, ea 5 A 
(3) 
AN Il Il a 
Ci Oo° Oo° 
“o No 
5-pirofosfomevalonato 
Pirofosfo- ATP 
mevalonato | 4 
decarbossilasi ADP + P, + CO, 
pr 
la; lo) (0) 
4 N Il Il = 
Hs€ Le a A Di 
o. O 


Isopentenil pirofosfato 


Figura 23.37 La formazione di isopentenil pirofosfato dall’HMG-CoA. 


1. Il gruppo tioestere di HMG-CoA viene ridotto a 
un alcol in una riduzione a quattro elettroni di- 
pendente da NADPH catalizzata dalla HMG-CoA 
reduttasi, che genera mevalonato. 

2. Il nuovo gruppo OH viene fosforilato dalla me- 
valonato-5-fosfotransferasi. 

3. Il gruppo fosfato viene convertito a pirofosfato 
dalla fosfomevalonato chinasi. 

4. La molecola viene decarbossilata e l’alcol risultan- 
te deidratato dalla pirofosfomevalonato decar- 
bossilasi. 


La HMG-CoA reduttasi media la tappa limitante del- 
la biosintesi del colesterolo ed è l’enzima regolato in 
modo più elaborato di questa via. Esso è regolato, 
come vedremo nella paragrafo 23.6B, mediante mec- 
canismi di competizione e allosterici, di fosforilazio- 
ne/defosforilazione e di regolazione a lungo termi- 
ne. Il colesterolo stesso è un importante regolatore 
a feedback dell'enzima. 


La pirofosfomevalonato decarbossilasi 
e la isopentenil pirofosfato isomerasi 
catalizzano entrambe reazioni 
apparentemente concertate 


[1020] Il 5-pirofosfomevalonato viene convertito a 
isopentenil pirofosfato da una reazione di deidrata- 
zione/decarbossilazione dipendente da ATP cataliz- 
zata dalla pirofosfomevalonato decarbossilasi (Fig. 
23.38). Quando come substrato si usa [3-!80]-5-piro- 
fosfomevalonato (*O nella Fig. 23.38), l’ossigeno mar- 
cato compare nel P;. Questa osservazione suggerisce 
che il 3-fosfo-5-pirofosfomevalonato è un intermedio 
della reazione. 

Poiché però sono falliti tutti i tentativi di isolare que- 
sto intermedio, è stato proposto che la fosforilazione, 
l'eliminazione @, 8 di O; e l’eliminazione di P; av- 
vengano in una reazione concertata. 

Il raggiungimento dell’equilibrio tra isopentenil pi- 
rofosfato e dimetilallil pirofosfato è catalizzato dalla 
isopentenil pirofosfato isomerasi. Si ritiene che 
la reazione proceda attraverso una reazione concer- 
tata di protonazione/deprotonazione (Fig. 23.39). 


Lo squalene si forma dalla condensazione 
di sei unità isopreniche 


[1021| Quattro isopentenil pirofosfato e due dimetilal- 
lil pirofosfato condensano dando origine allo squale- 
ne, precursore Cso del colesterolo, in tre reazioni ca- 
talizzate da due enzimi (Fig. 23.40): 
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H. 
po F sottrattore di elettroni. Questo substrato allilico ©- TL ua a 
per la seconda condensazione (1’-4) catalizzata dalla puri i Farnesil 
prenil transferasi, non sorprendentemente ha la stessa ù pirofosfato 
Ky del substrato naturale (F e H hanno raggio ato- H H 
mico simile). Neg 
®_ —0-C CHs 
r\___.° 
+ PIE di cl 
Farnesil 
Ar OPP pirofosfato 


OPP 


F 


È però la Vmax di questa reazione che svela la sto- 
ria. Se la reazione fosse una sostituzione Sy2 il deri- 
vato di fluoro dovrebbe reagire a una velocità simile 
a quella del substrato naturale. Se invece la reazione 
seguisse un meccanismo Sy1, il derivato di fluoro 
dovrebbe reagire a una velocità di ordini di gran- 
dezza inferiore a quella del substrato naturale. Di 
fatto, il 3-fluorogeranil pirofosfato genera il prodotto 
a una velocità che è <1% di quella del substrato na- 
turale, ponendosi a forte sostegno di un meccanismo 
Sy1 con un carbocatione intermedio. 

Lo squalene, il precursore immediato dello sterolo, 
viene formato dalla condensazione testa-testa di due 
molecole di farnesil pirofosfato da parte della squa- 
lene sintasi. La reazione non è una semplice con- 
densazione testa-coda, come ci si potrebbe aspettare, 
ma procede invece attraverso una complessa reazio- 
ne a due tappe (Fig. 23.42): 


Tappa I L’inserzione del C(1) di una molecola di 
farnesil pirofosfato nel doppio legame C(2)- 
C(3) della seconda molecola, con elimina- 
zione di PP; e formazione di presquale- 
ne pirofosfato, un ciclopropilcarbinil pi- 
rofosfato. 

Tappa Il Riarrangiamento e riduzione del presqua- 
lene pirofosfato da parte di NADPH che 
genera squalene. Questa reazione coinvol- 
ge la formazione e il riarrangiamento di 


Figura 23.43 Il meccanismo di riarrangiamento e riduzione del pre- 
squalene pirofosfato a squalene catalizzato dalla squalene sintasi: (1) 
il gruppo pirofosfato del presqualene se ne va, generando un carbo- 
catione primario in corrispondenza di C(1). (2) Gli elettroni che for- 
mano il legame C(1°’)—C(3) migrano su C(1) generando il legame C(1)— 
C(1°) dello squalene e un carbocatione terziario in corrispondenza 
di C(3). (3) Il processo è completato dall’aggiunta a C(1’) di uno ione 
idruro fornito dal NADPH e dalla formazione del doppio legame 
C(2)—C(3). 


Presqualene 
pirofosfato 


II NADP* + PP, 


Squalene 


Figura 23.42 La squalene sintasi catalizza la condensazione testa-testa 
di due molecole di famnesil pirofosfato che genera lo squalene. 


Catione 
ciclopropilcarbinile 
primario 


H Catione 
Pe i A ciclopropilcarbinile 
pa terziario 


Squalene 
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Squalene 


Figura 23.44 La reazione della squalene epossidasi. 


Catione protosterolo 


2 Ht 
H 


HO 


Lanosterolo 


Figura 23.45 La reazione della squalene ossidociclasi: (1) Il 
2,3-ossidosqualene viene ciclizzato a catione protosterolo mediante 
un processo che è avviato dalla protonazione mediata da un enzima 
dell'ossigeno dell’epossido dello squalene mentre questa molecola 
estesa viene ripiegata nel modo predetto da Bloch e Woodward. L’a- 
pertura dell’epossido lascia una zona carente di elettroni la cui migra- 
zione guida la serie di ciclizzazioni che genera il catione protostero- 
lo. (2) L'eliminazione di un protone dal C(9) dello sterolo per formare 
un doppio legame dà il via a una serie di migrazioni di gruppi metili- 
ci e idruri che alla fine genera il lanosterolo neutro. 


NADPH NADP* 


enza: 


2 Squalene 
epossidasi 
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2,3-ossidosqualene 


un catione ciclopropilcarbinile in una com- 
plessa sequenza di reazioni chiamata pro- 
cesso 1°-2-3 (Fig. 23.43). 


Il lanosterolo è prodotto 
per ciclizzazione dello squalene 


[1022] Lo squalene, un idrocarburo Cso a catena aper- 
ta, viene ciclizzato a partire dallo scheletro steroideo 
tetraciclico in due tappe. La squalene epossidasi 
catalizza l’ossidazione dello squalene generando 
2,3-ossidosqualene (Fig. 23.44). La squalene ossi- 
dociclasi converte questo epossido in lanosterolo, 
lo sterolo precursore del colesterolo. La reazione è 
un processo complesso che coinvolge la ciclizzazione 
del 2,3-ossidosqualene in un catione protosterolo e 
il riarrangiamento di questo catione in lanosterolo 
mediante una serie di movimenti di 1,2 idruri e di 
metili (Fig. 23.45). 


Il colesterolo i 


N 


è sintetizzato a partire dal lanosterol 


[1023] La conversione del lanosterolo in colesterolo 
(Fig. 23.46) è un processo a 19 tappe che non esami- 
neremo in dettaglio. Essa coinvolge una ossidazione 
e la perdita di tre gruppi metilici. Il primo gruppo 
metilico viene rimosso come formato mentre gli al- 
tri due sono eliminati come CO, in reazioni che ri- 
chiedono tutte NADPH e O.. Gli enzimi coinvolti in 
questo processo sono inseriti nella membrana del re- 
ticolo endoplasmatico. 


Il colesterolo viene trasportato nel sangue 
e incorporato dalle cellule sotto forma 
di complessi lipoproteici 


[1024] Il trasporto e l’incorporazione cellulare del co- 


. ‘lesterolo sono descritti nel paragrafo 11.4. Riassumen- 


do, il colesterolo sintetizzato dal fegato è o converti- 
to in acidi biliari per essere usato nei processi dige- 
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l’interno della cellula, gli esteri del colesterolo ven- 
gono idrolizzati da una lipasi lisosomiale in coleste- 
rolo libero, che viene o incorporato nelle membrane 
cellulari o riesterificato da ACAT per essere imma- 
‘ gazzinato come gocce di esteri del colesterolo. 

Colesterolo, esteri del colesterolo e triacilgliceroli 
di origine alimentare sono trasportati nel sangue da 
complessi lipoproteici sintetizzati nell’intestino chia- 
mati chilomicroni. Dopo rimozione dei triacilglice- 
roli nei tessuti periferici, i risultanti chilomicroni 
residui (o rimanenze) si legano a recettori specifici 
delle cellule epatiche e sono internalizzati tramite en- 
docitosi mediata da recettore in modo simile a quello 
delle LDL. Nel fegato, il colesterolo alimentare viene 
o usato nella biosintesi degli acidi biliari (paragrafo 
23.6C) o compattato in VLDL per essere esportato. 
Il fegato e i tessuti periferici quindi hanno due vie 
per ottenere colesterolo: possono o sintetizzarlo dal- 
l’acetil-CoA tramite la via de novo di cui abbiamo 
appena parlato, o ottenerlo dal sangue tramite endo- 
citosi mediata da recettore. Una piccola quantità di 
colesterolo entra anche nelle cellule mediante una via 
non mediata da recettore. 

In realtà, il colesterolo circola avanti e indietro tra 
il fegato e i tessuti periferici. Mentre le LDL traspor- 
tano il colesterolo dal fegato, il colesterolo è ritra- 
sportato al fegato dalle lipoproteine ad alta densi- 
tà CHIDL). Il colesterolo in eccesso viene eliminato 
dal fegato come acidi biliari, proteggendo quindi il 
corpo da un eccessivo accumulo di questa sostanza 
insolubile in acqua. 


B. Il controllo della biosintesi 
e del trasporto del colesterolo 


[1025] La biosintesi e il trasporto del colesterolo devo- 
no essere strettamente regolati. Ci sono tre vie con 
cui sì può mantenere l’approvvigionamento cellula- 
re di colesterolo: 


1. Mediante regolazione dell’attività della HMG-CoA 
| reduttasi, l’enzima che catalizza la tappa limitan- 
te nella via de novo. Questa è ottenuta in due modi: 

(i) regolazione a breve termine dell’attività ca- 
talitica dell'enzima mediante (a) inibizione 
competitiva, (b) effetti allosterici e (c) modifi- 
cazioni covalenti che coinvolgono una fosfo- 
rilazione reversibile. 

(ii) regolazione a lungo termine della concentra- 
zione dell’enzima mediante modulazione della 
sua velocità di sintesi e degradazione. 

2. Mediante regolazione della velocità di sintesi del 
recettore per le LDL. Una concentrazione intra- 


[1025] 1026] [1027] 
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cellulare di colesterolo alta sopprime la sintesi del 
recettore per le LDL, mentre una concentrazione 
di colesterolo bassa la stimola. 

3. Mediante regolazione della velocità di esterifica- 
zione e quindi della rimozione del colesterolo li- 
bero. ACAT, l’enzima che catalizza l’esterifica- 
zione intracellulare del colesterolo, è regolato me- 
diante fosforilazione reversibile e controllo a lun- 
go termine. 


La HMG-CoA reduttasi è il sito di controllo 
primario della biosintesi del colesterolo 


[1026] La HMG-CoA reduttasi è l’enzima della tappa 
limitante della biosintesi del colesterolo e, come quin- 
di ci si potrebbe aspettare, rappresenta il principale 
sito regolatorio della via. La via, però si dirama dopo 
questa reazione (Fig. 23.36); ubichinone, dolicolo e 
isopentenil adenosina sono pure prodotti essenziali, 
anche se minoritari. HMG-CoA è quindi soggetto ad 
un controllo «multivalente» perché possa essere coor- 
dinata la sintesi di tutti questi prodotti. La piena sop- 
pressione dell’enzima richiede almeno due regolato- 
ri: il colesterolo, normalmente derivato dalle LDL, 
ed un prodotto non sterolico di normale sintesi en- 
dogena a partire dal mevalonato (prossimo paragra- 
fo). Questi regolatori esercitano sia un controllo a bre- 
ve che uno a lungo termine sulla HMG-CoA reduttasi. 


La HMG-CoA reduttasi è regolata 
mediante fosforilazione reversibile 


[1027] La HMG-CoA reduttasi esiste in due forme in- 
terconvertibili, una più attiva e una meno attiva, co- 
me la glicogeno fosforilasi (paragrafo 17.3C), la glico- 
geno sintasi (paragrafo 17.3D) e la piruvato deidroge- 
nasi (paragrafo 19.2B), tra le altre. La forma non mo- 
dificata della HMG-CoA reduttasi è quella più attiva; 


la forma fosforilata è la meno attiva. La HMG-CoA . 


reduttasi è fosforilata (inattivata) in un sistema a ca- 
scata biciclica da parte dell’enzima modificabile in 
modo covalente HMG-CoA reduttasi chinasi (RK) 
(Fig. 23.48). La cascata viene iniziata dalla fosforila- 
zione della reduttasi chinasi (0-RK), non modificata 
(originale) e meno attiva, che la converte nella sua 
forma modificata e più attiva (m-RK),, ad opera di 
una reduttasi chinasi chinasi (RKK) indipenden- 
te da CAMP (questa nomenclatura è spiegata nel pa- 
ragrafo 17.3C). A sua volta, (m-RK), fosforila la HMG- 
CoA reduttasi (HMGR) convertendo quindi la forma 
più attiva (0-HMGR), nella forma meno attiva (m- 
HMGR),. La riattivazione di (m-HMGR), e l’inattiva- 


ittiche 
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e della 
-fosfoproteina: «(m-PPI-1),:. 
- fosfatasi fio 


HEM-coa 7 Mevalonato —» —» — Colesterolo 


Figura 23.48 La modulazione dell'attività della HMG-COA reduttasi 
da parte di una cascata biciclica di fosforilazione/defosforilazione. Le 
frecce colorate indicano la catalisi di una reazione. Notate come sia- 
no presenti due tipi di fosfoproteina fosfatasi: la fosfoproteina fosfatasi-1, 
che viene inibita dall’inibitore-1 modificato della fosfoproteina fosfa- 
tasi e la fosfoproteina fosfatasi-2, che non è inibita in questo modo. 


zione di (m-RK), sono entrambe catalizzate dalla 
fosfoproteina fosfatasi-1 (Fig. 23.48). Anche la con- 
centrazione di cAMP gioca un ruolo in questo siste- 
ma grazie alla presenza di una RKK dipendente da 
cAMP in aggiunta alla RKK indipendente da cAMP. 
Inoltre, la proteina chinasi dipendente da cAMP fo- 


sforila, e quindi attiva, l’ inibitore-1 della fosfo- . 


proteina fosfatasi avendo come risultato un au- 
mentato livello di fosforilazione (diminuito livello 
di attività) della HMG-CoA reduttasi (un processo si- 
mile all’attivazione della glicogeno fosforilasi; para- 
grafo 17.3C). 

La relazione tra lo stato di fosforilazione della HMG- 
CoA reduttasi e la [CAMPI pone l’attività della HMG- 
CoA reduttasi e quindi la biosintesi del colesterolo sotto 


controllo ormonale. L’insulina, che diminuisce la 


[cAMP], stimola la biosintesi del colesterolo. Il gluca- 
gone, che aumenta la [cAMP], la inibisce. Questi ef- 
fetti sono in accordo con le azioni di insulina e gluca- 
gone su altre vie metaboliche del fegato, come la gli- 
colisi, le vie di sintesi e demolizione del glicogeno, 
la gluconeogenesi e le vie di sintesi e demolizione 
degli acidi grassi (paragrafi 17.3F e 23.5). Il sistema 
di modificazione/demodificazione è influenzato an- 
che dalla presenza di LDL-colesterolo e di mevalo- 
nolattone (un estere interno del mevalonato che vie- 
ne idrolizzato a mevalonato e metabolizzato nella cel- 


lula), 


Mevalonolattone 


che inibisce l’attività della HMG-CoA reduttasi stimo- 
landone la fosforilazione. Sono correntemente in corso 


«programmi di ricerca per determinare come avven- 


ga questo processo. 
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HO Colesterolo nua 
Pregnenolone 
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Deidroisoandrosterone 11-deossicortisolo 


Un estrogeno 


Estradiolo 


Figura 23.51 Uno schema semplificato della biosintesi degli steroidi. 
Gli enzimi coinvolti sono (1) l'enzima che taglia la catena laterale 


del colesterolo; (2) la steroide C(17) idrossilasi; (3) la steroide C(17), la aromatasi. 
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C(20) liasi; (4) la steroide C(21) idrossilasi; (5) la steroide 11 f-idrossilasi; 
(6) la steroide C(18) idrossilasi; (7) la 18-idrossisteroide ossidasi e (8) 
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R,=H 


Figura 23.52 La struttura dei principali aci- 
di biliari e i loro coniugati con glicina e 
taurina. 


ri di rientrare nel torrente circolatorio e di ritornare 
al fegato per essere riutilizzati parecchie volte al gior- 
no. La quantità di <1g - giorno! di acidi biliari che, 
di norma, si sottraggono a questo sistema di riciclag- 
gio vengono ulteriormente metabolizzati da microor- 
ganismi presenti nel colon ed eliminati. Questa è l’u- 
nica via dell’organismo per l’eliminazione del coleste- 
rolo. 

Il confronto tra la struttura del colesterolo e quella 


degli acidi biliari (Figg. 23.34 e 23.52) mostra che la. 


biosintesi degli acidi biliari a partire dal colesterolo ri- 
chiede (1) la saturazione del doppio legame 5,6, (2) l’e- 
pimerizzazione del gruppo 38-OH, (3) l'introduzione 
di gruppi OH alle posizioni 7a e 12a, (4) l’ossidazione 
di C(24) a carbossilato e (5) la coniugazione di questa 
catena laterale carbossilata con glicina o taurina. 


7. IL METABOLISMO 
DELL’ARACHIDONATO: 
PROSTAGLANDINE, PROSTACICLINE, 
TROMBOXANI E LEUCOTRIENI 


[1031] Le prostaglandine (PG) sono state identifica- 
te per la prima volta nello sperma umano ad opera 
di Ulf von Euler all’inizio degli anni ’30, grazie alla 
loro capacità di stimolare le contrazioni uterine e di 
abbassare la pressione del sangue. Von Euler ritene- 
va che questi composti avessero origine nella prosta- 
ta (di qui il loro nome), ma in seguito è stato dimo- 
strato che esse sono sintetizzate nelle vescicole semi- 
nali. Nel momento in cui si scoprì l’errore il nome 
era ormai saldamente affermato. Nella metà degli an- 


= NH—CH,— COOH 
R,= NH—CH,—CH,— SO;H 


R;= OH R,=H 


Acido colico Acido chenodeossicolico 


Acido glicocolico Acido glicochenodeossicolico 


Acido taurocolico Acido taurochenodeossicolico 


‘ni ’50 sono stati isolati dei materiali cristallini dai flui- 
di biologici e sono stati chiamati PGE (solubili in ete- 
re) e PGF (solubili in tampone fosfato). Questo fatto 
ha dato il via a un enorme lavoro su queste potenti 
sostanze. 

Quasi tutte le cellule di afro tranne i globuli 
rossi producono le prostaglandine e i loro prodotti cor- 
relati, le prostacicline, i tromboxani e i leucotrie- 
ni (conosciuti collettivamente come eicosanoidi poi- 
ché sono tutti composti Co; dal greco: eikosi, venti). 
Gli eicosanoidi come ormoni hanno profondi effetti 
fisiologici a concentrazioni estremamente basse. Essi 
mediano, per esempio: 


1. La risposta infiammatoria, particolarmente quel- 
la che coinvolge le articolazioni (artrite reumatoi- 
de), la pelle (psoriasi) e gli occhi. 

2. Lo sviluppo di dolore e febbre. 

3. La regolazione della pressione del sangue. 

4. L’induzione della coagulazione del sangue. 

5. Il controllo di svariate funzioni riproduttive qua- 
li l’induzione del travaglio. 

6. La regolazione del ritmo sonno/veglia. 


Gli enzimi che sintetizzano questi composti e i recet- 
tori a cui essi si legano sono quindi il bersaglio di 
una intensa ricerca farmacologica. 

Gli eicosanoidi sono anche paragonabili a ormoni 
per il fatto che molti dei loro effetti sono mediati a 
livello intracellulare dal cAMP. Al contrario degli or- 
moni, però, essi non vengono trasportati dalla circo- 
lazione sanguigna alle loro sedi d’azione. Queste so- 
stanze chimicamente e biologicamente instabili (in 
vitro alcune si degradano in pochi minuti o anche 
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20:4 Acido arachidonico 


FOOnc re, Leucotrieni 


Acido 5-idroperossieicosatetraenoico 
(5-HPETE) 


HOO, 
—F—6—TP_—_77"X—“"=-—y7T—866 COOH 
N 


Acido 12-idroperossieicosatetraenoico 
(12-HPETE) 


Acido 15-idroperossieicosatetraenoico 


(15-HPETE) 
Figura 23.56 La via ciclica e la via lineare del metabolismo dell'acido 
arachidonico. 
COOH 
Acido arachidonico i * 
04 Prostaglandina | j 
Hi endoperossido fl +— (Inibita dall’aspirina) 
sintasi 
HÒ OH sintasi COOH romborati 7 OB 
PGI» (instabile) o Sintasi TxAs (instabile) 


OH 
PGFo0 PGD, 
Prostaglandine 


Figura 23.57 La via ciclica del metabolismo dell’acido arachidonico 
è ramificata, portando alla formazione di prostaglandine, prostacicli- 


ne e tromboxani. 3 


1033) 1033 
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bre) ed antiinfiammatorio è estremamente diffuso fin 
dal secolo scorso. È stato però solo nel 1971 che John 
Vane ha scoperto il suo meccanismo d’azione. L’a- 
spirina, così come altri «farmaci antiinfiammatori non 
steroidei», inibisce la sintesi delle prostaglandine a par- 
tire dall’acido arachidonico (paragrafo 23.7B). Questi 
inibitori si sono quindi rivelati strumenti utili nella 
delucidazione delle vie biosintetiche delle prostaglan- 
dine oltre a fornire un punto di partenza per la sin- 
tesi razionale di nuovi farmaci antiinfiammatori. 


x 


L’acido arachidonico è un precursore 
di leucotrieni, tromboxani e prostacicline 


[1035] L’acido arachidonico funziona anche come pre- 
cursore di composti la cui sintesi non è inibita dall’a- 
spirina. Ci sono infatti due vie principali del metabo- 
lismo dell’arachidonato. La cosiddetta «via ciclica», che 
è inibita da «farmaci antiinfiammatori non steroidei», 
genera il caratteristico anello di ciclopentano delle 
prostaglandine, mentre la cosiddetta «via lineare», che 
non è inibita da questi composti, porta alla formazio- 
ne di leucotrieni e degli HPETE (Fig. 23.56; para- 
grafo 23.7C). 

Studi effettuati utilizzando farmaci antiinfiamma- 
tori non steroidei hanno aiutato a dimostrare che due 
classi di composti strutturalmente correlati e a vita 
estremamente breve, le prostacicline e i tromboxani 
(Fig. 23.57), sono pure prodotti della via ciclica del 
metabolismo dell’acido arachidonico. I prodotti spe- 
cifici generati da questa via ramificata dipendono dal 
tessuto coinvolto. Per esempio, le piastrine (trombo- 
citi) producono quasi esclusivamente tromboxani; le 
cellule dell’endotelio vascolare, che formano le pare- 
ti di vene ed arterie, sintetizzano principalmente le 
prostacicline; il muscolo cardiaco produce PGI,, PGE, 
e PGE, in quantità più o meno uguali. Nel resto di 
questo paragrafo studieremo le vie ciclica e lineare 
del metabolismo dell’arachidonato. 


B. La via ciclica del metabolismo 
dell’arachidonato: prostaglandine, 
prostacicline e tromboxani 


[1036] La prima tappa della via ciclica del metaboli- 
smo dell’acido arachidonico è catalizzata dalla pro- 
staglandina endoperossido sintasi (Fig. 23.58). 
Questo enzima contiene due attività catalitiche: una 
di cicloossigenasi e una di idroperossidasi. La prima 
catalizza l’aggiunta di due molecole di O; all’acido 
arachidonico, generando PGG:. La seconda media 


Attività cicloossigenasica 


Figura 23.58 Le reazioni catalizzate dalla prostaglandina endoperos- 
sido sintasi. L'enzima, che è inibito dall’aspirina, esibisce due attività: 
una di cicloossigenasi e una di idroperossidasi dipendente dal gluta- 
tione. 


una reazione diper ‘ente dal glutatione che converte 
l’idroperossido di PGG, in un gruppo OH (PGH>). 
PGH». è il precursore immediato di tutte le prosta- 
glandine di serie 2, le prostacicline e i tromboxani 
(Fig. 23.57). 

Il destino di PGH, dipende dalle attività relative 
degli enzimi che catalizzano le interconversioni spe- 
cifiche (Fig. 23.57). Le piastrine contengono trom- 
boxano sintasi, che media la formazione di trom- 
boxano A2 (TxAx), un vasocostrittore nonché sti- 
molatore dell’aggregazione delle piastrine (una delle 
tappe iniziali del processo di coagulazione del san- 
gue; paragrafo 34.1). Le cellule endoteliali vascolari 
contengono prostaciclina sintasi, che catalizza la 
sintesi di prostaciclina I, (PGI), un vasodilatatore 
nonché inibitore dell’aggregazione piastrinica. Que- 
ste due sostanze hanno azioni opposte, mantenendo 
così l’equilibrio nel sistema cardiovascolare. 

I farmaci antiinfiammatori non steroidei (Figg. 23.59 
e 23.60) inibiscono la sintesi di prostaglandine, pro- 
stacicline e tromboxani inibendo o inattivando l’atti- 
vità ciclossigenasica della prostaglandina endoperos- 
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Figura 23.62 La formazione dei leucotrieni a partire da 5-HPETE attra- 
verso l’epossido instabile leucotriene A. 


CH—CT—NH—CH,—C00H 


un estere fosfato (Fig. 23.63; paragrafi 11.C e 11.D; 
sn sta per numerazione stereospecifica, che assegna 
la posizione 1 al gruppo che occupa la posizione pro- 
S di un centro prochirale). Ci sono quindi due cate- 
gorie di fosfolipidi, i glicerofosfolipidi e gli sfin- 
gofosfolipidi, e due categorie di glicolipidi, i glice- 
roglicolipidi e gli sfingoglicolipidi. In questo pa- 
ragrafo descriveremo la biosintesi dei lipidi complessi 
a partire dai loro componenti più semplici. Vedremo 
come la grande varietà di queste sostanze sia accom- 
pagnata dalla grande varietà di enzimi necessari per 
la loro sintesi specifica. Notate anche come queste 
sostanze siano sintetizzate nelle membrane, princi- 
palmente sulla faccia citoplasmatica del reticolo en- 
doplasmatico, e siano da qui trasportate alle loro de- 
stinazioni cellulari finali come è indicato nel para- 
grafo 11.3F. 


Figura 23.63 | glicerolipidi e gli sfingolipidi. La struttura dei gruppi 
comuni della testa, X, è mostrata nella Tabella 11.2. 
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[ Il 
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Figura 23.64 La biosintesi di fosfatidiletanolammina e fosfatidilcolina 
coinvolge CDP-etanolammina e CDP-colina. 


A. | glicerofosfolipidi 


[1040] I glicerofosfolipidi mostrano un’asimmetria si- 
gnificativa nei loro gruppi acilici grassi legati a C(1) 
e a C(2): i sostituenti di C(1) sono principalmente aci- 
di grassi saturi mentre quelli di C(2) sono in com- 
plesso acidi grassi insaturi. Prenderemo in esame le 
vie principali della biosintesi e del metabolismo dei 
glicerofosfolipidi con un occhio rivolto alla compren- 
sione dell’origine di questa asimmetria. 


La biosintesi dei diacilglicerofosfolipidi 


o41]Il precursore del triacilglicerolo 1,2-diacil-sn- 
glicerolo è anche il precursore di certi glicerofosfolipi- 
di (Fig. 23.63). Gli ‘steri fosfato attivati dei gruppi 
della testa polare (Tabella 11.2) reagiscono con il grup- 
po C(3)-OH dell’1,2-diacil-sn-glicerolo formando il le- 
game fosfodiestere dei fosfolipidi. Il meccanismo di 
formazione dell’estere fosfato attivato è lo stesso per 
entrambi i gruppi polari della testa etanolammina 
e colina (Fig. 23.64): 


1. Per prima cosa l’ATP fosforila il gruppo OH della 
colina o dell’etanolammina. 

2. Il gruppo fosforilico delle risultanti fosfoetano- 
lammina e fosfocolina attacca quindi CTP, so- 
stituendo PP; in modo da formare i corrisponden- 
ti derivati di CDP, che sono esteri fosfato attivati 
del gruppo della testa polare. 

3. Infine, il gruppo C(3)-OH dell’1,2-diacil-sn-glicerolo 
attacca il gruppo fosforilico di CDP-etanolammina 
o CDP-colina attivata, spostando CMP in modo da 
generare il glicerofosfolipide corrispondente. 


Il fegato converte anche la fosfatidiletanolammina in 
fosfatidilcolina tramite la trimetilazione del suo grup- 
po amminico, utilizzando S-adenosilmetionina (pa- 
ragrafo 24.3E) come donatore di metili. 

La fosfatidilserina viene sintetizzata a partire dalla 
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R—CH,—CH,—0H R'—CT—0H 


I | l I 


î 
CH, —0— CH;— CH,—R 


CH, 0—PO?" ù 1 CHy,—-0—P0?7" 
l-acil-diidrossiacetone fosfato 1-alchil-sn-glicerolo-3-fosfato 
NADH +H* 
2 + 
NADP 
ì fon CHy—CHo—R Ba: O—CHo— CHo-R 
sia Dr ra Noe 
CH, 0—P07" IE CH, 0—P03" 
l-alchil-2-acil-sn-glicerolo fosfato li R"— C— SCoA l-alchil-2-sn-glicerolo-3-fosfato 
Pj «04 
d Fa O—-CHo—CH,-R 
Ò CHo—0-— CHy--CHo--R CDP -CDP-etanolammina R"—CT—0—-C—-H o 


Ì Ì 
R'_C-0-C-H CH,—0— P_O—CHo—CHNHj 
CH0 H 3 O7 


CMP 


1-alchil-2-acil-sn-glicerolo 


Figura 23.68 La biosintesi di etanolammina-plasmalogeno attraverso 
una via in cui 1-alchil-2-acil-sn-glicerolfosfoetanolammina è un inter- 
medio. Gli enzimi che partecipano sono: (1) sconosciuto; (2) 1-alchil- 
sn-glicerolo-3-fosfato deidrogenasi; (3) acil-CoA: 1-alchil-sn-glicero- 
lo-3-fosfato acil transferasi; (4) 1-alchil-2-acil-sn-glicerolo-3-fosfato fo- 
sfatasi; (5) CDP-etanolammina: 1-alchil-2-acil-sn-glicerofosfoetanolam- 
mina transferasi e (6) 1-alchil-2-acil-sn-glicerofosfoetanolammina de- 
saturasi. 


La via che porta alla formazione degli etanolammi- 
naplasmalogeni ed alchilacilglicerofosfolipidi coinvol- 
ge numerose reazioni (Fig. 23.68): 


1. Lo scambio del gruppo acilico dell’1-acile- 
diidrossiacetone fosfato con un alcol. 

2. La riduzione del chetone a 1-alchil-sn-glicero- 
lo-3-fosfato. 

3. La acilazione del risultante gruppo C(2}--OH da par- 
te dell’acil-CoA. 

4. L’idrolisi del gruppo fosforilico che dà origine a 
un alchilacilglicerolo. 

5. L’attacco da parte del nuovo gruppo OH dell’al- 
chilacilglicerolo su di un CDP-etanolammina che 
genera 1-alchil-2-acil-sn-glicerofosfoetanolam- 
mina. 

6. L’introduzione di un doppio legame nel gruppo 


l-alchil-2-acil-sn-glicerofosfoetanolammina 


0, + NADH + H*—| cit ds 
6|- 2H,0 
Tg 
O CH,—0—C =C—R 


R"—C Mii a il 
CHa-0—P_0—CHa—CH3—NHî 
07 
Etanolammina plasmalogeno 


alchilico che genera il plasmalogeno ad opera di . 


una desaturasi che presenta gli stessi requisiti per 
i cofattori delle desaturasi degli acidi grassi (para- 
grafo 23.AE). 


Ricordate che la relazione precursore-prodotto tra al- 
chilacilglicerofosfolipidi e plasmalogeni è stata dimo- 
strata mediante studi che hanno utilizzato [!*Cleta- 
nolammina (paragrafo 15.3B). 


B. Gli sfingofosfolipidi 


[1043] Solo uno dei fosfolipidi principali contiene ce- 
ramide (N-acilsfingosina) come coda idrofobica: la 


‘ sfingomielina (N-acilsfingosina fosfocolina; pa- 


ragrafo 11.D), un importante lipide strutturale delle 


[1044] 
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mus 
o CH—C=0—(CHp);—CHs dî? 2 
sele A + Citidna —0—P—O—P—O0—CHy—CH—N(CH;); 


ko L_ 
CH,0H o 0) 


Ceramide (N-acilsfingosina) CDP-Colina 
CDP-colina: ceramide 
colina fosfotransferasi CMP 
co 
ii SES C—(CHo);3— CHg 
R—-C—NH—C-H 
(0) 
Il + 
CHo—0—P—0—CH,—CHy— N(CH;) 
Figura 23.69 La sintesi della sfingomielina a partire da Lee 
N-acilsfingosina e CDP-colina. 
Sfingomielina 
Figura 23.70 Una rappresentazione mediante diagrammi delle princi- Cerebrosidi 
pali classi di sfingolipidi. La struttura dei gangliosidi è mostrata in > : 
maggiore dettaglio nella Fig. 11.7. ke Glucocerebroside 5 Bo $ 
Galattocerebroside 
membrane delle cellule nervose. La molecola viene 
sintetizzata a partire da N-acilsfingosina e CDP-colina Solfatide 
(Fig. 23.69). Una via alternativa della sintesi della sfin- 
gomielina procede attraverso la donazione del grup- 
po fosfocolinico della fosfatidilcolina alla N- 
acilsfingosina. Globosidi 
I gruppi acilici prevalenti della sfingomielina sono 
Lattosil ceramide 


i gruppi palmitoilico (16:0) e stearilico (18:0). Gli aci- 
di grassi a catena più lunga come l’acido nervonico 
(24:1) e l’acido behenico (22:0) si trovano nelle sfin- RORRE: . 
gomieline con minore frequenza. cirie 


Globoside 


C. Gli sfingoglicolipidi 


[1044] La maggior parte degli sfingolipidi sono sfin- 
goglicolipidi; i gruppi della loro testa polare, cioè, 
sono rappresentati da unità di carboidrati (paragrafo Gus 
11.1D). Le classi principali di sfingoglicolipidi, come 
è indicato nella Fig. 23.70, sono i cerebrosidi (cera- 
midi monosaccaridi), i sulfatidi (ceramidi monosac- 


Gangliosidi 


O CI CI . LI 2 G 
caridi solfati), i globosidi (ceramidi oligosaccaridi è 
neutri) e i gangliosidi (ceramidi oligosaccaridi aci- 

di, contenenti acido sialico). L’unità di carboidrato 8 
M1 


è attaccata con legame glicosidico alla N-acilsfingosina 
in corrispondenza del suo gruppo C(1)-OH (Fig. 23.63). 
Nei paragrafi seguenti discuteremo della biosintesi 
e della demolizione della N-acilsfingosina e degli sfin- 
Soglicolipidi e prenderemo in considerazione le pa- 
tologie determinate da deficienze degli enzimi che 
degradano questi composti. 


(o = N-acetilgalattosammina 
tz = Ceramide 


NANAacido N-acetilneuramminico (acido sialico) 
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Gle B(1->1') Ceramide 
Glucocerebroside 


UDP-Gal 
UDP 


Gal B(1-—>4) GlcB(1-—>1') Ceramide 
CMP-NANA Lattosil ceramide UDP- Gal 


Sintesi di ganglioside Sintesi di globoside 
CMP UDP 


GalB(1_>4) Gle B(1-—>1') Ceramide Gala(1—>4) Galf (1-> 4)Glc B(1-—>1') Ceramide 


Î 3 Gmg Triesosil ceramide 
a2 
NANA UDP- GalNAc UDP- GalNAc 
UDP UDP 
GalNAc B(1-—4) GalB (1-4) Gle p(1-—1') Ceramide GalNAcB(1—>3) Gala(1-> 4)Gal B(1-> 4) Glch (1—>1') Ceramide 
Îa, Gr Globoside 
a 
NANA UDP- Gal 
UDP 
GalB(1—>3) GaIlNAcf (1-4) Gal (1-4) GlcB (11° Ceramide 
Gm Ì 3 
2 
NANA 


sul siero. È anche possibile identificare la malattia 
in utero mediante esame del liquido o delle cellule 
amniotiche prelevate mediante amniocentesi. Il test 
richiede l’impiego di un substrato artificiale dell’eso- 
samminidasi, la 4-metillumbelliferil-8-p-N-acetil- 
glucosammina, che in seguito a idrolisi genera un 
prodotto fluorescente. 


Figura 23.74 La biosintesi di globosidi e gangliosidi. 


La degradazione degli sfingolipidi 
e le malattie da accumulo di lipidi 


[1049] Gli sfingolipidi vengono degradati nei lisosomi 
grazie a una serie di reazioni idrolitiche mediate da 
enzimi (Fig. 23.75). L'assenza ereditaria di uno di que- 
sti enzimi determina una malattia da accumulo di 
sfingolipidi (Tabella 23.2). La forma morbosa più 
comune è rappresentata dalla malattia di Tay- 
Sachs, un deficit autosomico recessivo di esosam- 
minidasi A, che idrolizza la N-acetilgalattosammina 
derivata dal ganglioside Gy2. L’assenza di attività da 
parte della esosamminidasi A ha come risultato l’ac- 
cumulo nei neuroni di Gm sotto forma di inclusioni 
simili a conchiglie (Fig. 23.76). 

Anche se i neonati affetti dalla malattia di Tay-Sachs 
sembrano inizialmente normali, a circa 1 anno di età, 
quando ormai è stata accumulata una quantità di 
Gm: sufficiente a interferire con la funzionalità dei 


4-metilumbelliferil-8-D-N- 
acetilglucosammina 


H,0 
Esosamminidasi 
GleNAc 
HO O__0 


neuroni, cominciano ad indebolirsi, mostrando segni > 
di ritardo mentale e cecità che aumentano progressi- 
vamente fino all’età di 3 anni, quando di solito muoio- CHy 


4-metilumbelliferone 


no. È possibile, però, identificare i potenziali porta- 
(fluorescente in terreno alcalino) 


tori di questa malattia mediante un semplice esame 
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NANA 
GalÈ calvac Gal-B Gic-È cer 


Ganglioside Gm 


Gi 8-galattosidasi 
Gy1 gangliosidosi de 
lana Gal 


NANA 


Figura 23.75 La demolizione degli sfingolipidi 
da parte degli enzimi lisosomiali. Le malattie ge- 
netiche determinate dalla carenza dell’enzima cor- 
rispondente sono indicate in rosso. 


GalNAcÈ. GalÈ GIÉ Cer 
Ganglioside Gy 


Esosamminidasi 
Malattia di Tay-Sachs na tu 


e GalNAc : 


GalNAc-È Gal-® Gal-B Gie-8 Cer 


Sara 
Globosi 
Gal-È gie cer REI È isa 
Ganglioside Gyg a O 
Ganglioside Malattia di Sandhoff 
neuramminidasi NANA G: | GalNAc 


al 
Gal-8 Gie-8 cer DINI Gal GalÈ c1eÈ cer 


Lattosil ceramide a-galattosidasi A pi F 
Malattia di Fabry Triesosilceramide 


B-galattosidasi 
Gal 
GL Cer 703S—Gal È Cer 
-Glucocerebroside Solfatide 
Glucocerebrosidasi Arilso è 
Malattia di Gaucher Le Leucodistrofia sati 


n Gle metacromatica s 03- 


Fosfocolina Gal 
i 
role pi Ceramide i A GalÈ Cer 
tidilcoli Sfingomielinasi Galattocerebrosidasi Galattoc: î 
(Sfingomielina) Malattia di Ò Malattia di Krabbe “sila 
Niemann-Pick ia 
Ceramidasi 
Lipogranulomatosi : 
di Farber [3 Sfingosina 


°i Acido grasso 


# < Figura 23.76 Corpo membranoso citoplasmatico in un neurone affet- 
; to dalla malattia di Tay-Sachs. (Per gentile concessione di john S. 
O'Brien, University. of California at San Diego Medical School.) 


Poiché questo substrato è riconosciuto anche dalla 
esosamminidasi B, che non è alterata nella malat- 
tia di Tay-Sachs, la esosamminidasi B, che è più ter- 
molabile della esosamminidasi A, viene prima inatti- 
vata. Le tragiche conseguenze di questo deficit enzi- 
matico genetico sono evitate dall’analisi di massa della 
popolazione. Le altre malattie da accumulo degli sfin- 
golipidi, anche se meno comuni, hanno conseguenze 
simili (Tabella 23.2). 
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772 Capitolo 23 


I lipidi complessi hanno o un estere fosfato 0 
un carboidrato come gruppo polare della testa, e 
01,2-diacil-sn-glicerolo o ceramide (N-acilsfingosina) co- 
me coda idrofobica. I fosfolipidi sono o glicerofosfoli- 
pidi o sfingofosfolipidi, mentre i glicolipidi sono o gli- 
ceroglicolipidi o sfingoglicolipidi. I gruppi della testa 
polare dei glicerofosfolipidi, che sono esteri fosfato di 
etanolammina, serina, colina, inositolo o glicerolo, so- 
no attaccati al gruppo C(3)--OH dell’1,2-diacil-sn- 
glicerolo tramite reazioni transferasiche legate a CTP. 
Gli specifici acidi grassi a catena lunga che si trovano 
in corrispondenza delle posizioni C(1) e C(2) sono in- 
corporati tramite «reazioni di rimodellamento» dopo 
l’aggiunta del gruppo della testa polare. Plasmaloge- 
ni ed alchilacilglicerofosfolipidi contengono, rispetti- 
vamente, un gruppo alchilico a catena lunga con un 
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cidi vengono utilizzati nella biosintesi dell’eme, del- 


‘ le ammine biologicamente attive e del glutatione (la 


IS 


sintesi dei nucleotidi e dei coenzimi nucleotidici è 
il soggetto del Capitolo 26). Studieremo poi le vie del- 
la biosintesi degli amminoacidi. Il capitolo finirà pren- 
dendo in considerazione la fissazione dell’azoto, un 
processo che converte l’N3 atmosferico in ammonia- 
ca ed è quindi l’estrema fonte di azoto biologicamen- 
te utile. 


1. LA DEAMMINAZIONE 
DEGLI AMMINOACIDI 


[053] La prima reazione nella demolizione di un am- 
minoacido è quasi sempre la rimozione del suo grup- 
po a-amminico con il fine della secrezione dell’azoto 
in eccesso e della degradazione del rimanente schele- 
tro carbonioso. L’urea, il prodotto di escrezione azo- 
tato predominante negli animali terrestri, è sintetiz- 
zata a partire da ammoniaca e aspartato. Entrambe 
queste ultime due sostanze derivano principalmente 
dal glutammato, un prodotto della maggior parte del- 
le reazioni di deamminazione. In questo paragrafo 
prenderemo in esame le strade per cui i gruppi 
o-amminici vengono incorporati nel glutammato e 
quindi in ammoniaca e aspartato. Nel paragrafo 24.2 
discuteremo della biosintesi dell’urea a partire da que- 
sti precursori. 

La maggior parte degli amminoacidi sono deam- 
minati tramite transamminazione, il trasferimen- 
to del loro gruppo amminico ad un a-chetoacido che 
genera l’a-chetoacido dell’amminoacido originale e 
un nuovo amminoacido, in una reazione catalizzata 
da delle amminotransferasi (in alternativa, tran- 
samminasi). Il gruppo amminico accettore predo- 
minante è a-chetoglutarato, con produzione di glu- 
tammato come nuovo amminoacido: 


amminoacido + a-chetoglutarato = 
== a-chetoacido + glutammato 


Il gruppo amminico del glutammato, a sua volta, vie- 
ne trasferito su di un ossalacetato in una seconda rea- 
zione di transamminazione che genera aspartato: 


glutammato + ossalacetato == 
== a-chetoglutarato + aspartato 


La transamminazione, naturalmente, non ha come 
risultato alcuna deamminazione netta. La deammi- 
nazione avviene principalmente mediante la deam- 
minazione ossidativa del glutammato ad opera della 


glutammato deidrogenasi che genera ammonia- 
ca. La reazione richiede NAD* o NADP* come 
agenti ossidanti e rigenera a-chetoglutarato per l’uti- 
lizzo in reazioni aggiuntive di transamminazione: 


glutammato + NAD(P)* +H20 == 
== a-chetoglutarato + NH3 + NAD(P)H 


Il meccanismo di transamminazione e la deammina- 
zione ossidativa sono i soggetti di questo paragrafo. 
Prenderemo anche in considerazione altri sistemi di 
rimozione del gruppo amminico da amminoacidi spe- 
cifici. 


A. La transamminazione 


1054] Le reazioni di amminotransferasi avvengono in 
due stadi: 


1. Il gruppo amminico di un amminoacido viene tra- 


sferito sull’enzima, producendo il chetoacido cor- 
rispondente e l'enzima amminato. 


amminoacido + enzima == 
== a-chetoacido + enzima-NH, 


2. Il gruppo amminico viene trasferito al chetoacido 
accettore (per es. a-chetoglutarato) producendo 
l’amminoacido (per es. glutammato) e rigeneran- 
do l’enzima. 


a-chetoglutarato + enzima—NH, = 
== enzima + glutammato 


Per poter trasportare il gruppo amminico, le ammi- 
notransferasi richiedono la partecipazione di piridos- 
sal-5’-fosfato (PLP), un derivato della piridossina 
(vitamina Bg; Fig. 24.1). Il gruppo amminico viene 
sistemato mediante la conversione di questo coenzima 


a piridossammina-5'-fosfato (PMP; Fig. 24.1). PIP. 


viene attaccato covalentemente all’enzima tramite un 
collegamento di tipo base di Schiff (immina) formato 


dalla condensazione del suo gruppo aldeidico con îl - 


gruppo eamminico di un residuo Lys enzimatico. 


(CHo)4y-— Enzima 


[1055] [1056] 
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1,0 OH 
Hx è H, ce 
8 
-lop—0—H2.0 3 0H HO-HC_ = 05 
5 3 
6143 +0 
N CHg N CHy 
H H 
Piridossal-5’- Piridossina 


fosfato (PLP) (Vitamina Bg) 


NT “CH 


Piridossammina-5’- 
fosfato (PMP) 


Figura 24.1 | coenzimi piridossal-5’-fosfato (PLP) e piridossammi- 
na-5’-fosfato (PMP) derivano dalla piridossina (vitamina Bg). 


Questa base di Schiff, che è coniugata all’anello piri- 
dinico del coenzima, è il centro dell’attività del coen- 
zima. Esmond Snell, Alexander Braunstein e David 
Metzler hanno dimostrato che la reazione della am- 
minotransferasi avviene tramite un meccanismo di 
«ping pong Bi Bi» i cui due stadi consistono di due 
fasi ciascuno (Fig. 24.2): 


Stadio uno: la conversione di un amminoacido 
a chetoacido 


[1055] 

1. Il gruppo amminico nucleofilico dell’amminoaci- 
do attacca l’atomo di carbonio dell’enzima—PLP 
base di Schiff in una reazione di transimmina- 
zione (trans-Schiffizzazione) che forma un 
amminoacido—PLP base di Schiff (aldimmina) con 
il concomitante rilascio del gruppo amminico di 
Lys dell’enzima. 

2. L’amminoacido—PLP base di Schiff tautomerizza 
ad un a-chetoacido—PMP base di Schiff mediante 
rimozione dell’idrogeno a dell’amminoacido e pro- 
tonazione dell’atomo C(4’) di PLP attraverso un 
intermedio carbanionico stabilizzato dalla risonan- 
za. Questa stabilizzazione da risonanza facilita il 
taglio del legame C.—H. 

3. L’a-chetoacido—PMP base di Schiff viene idroliz- 
zato a PMP e ad a-chetoacido. 


Stadio due: la conversione di un a-chetoacido 
ad amminoacido 


[1056] Per completare il ciclo catalitico dell’ammino- 
transferasi il coenzima deve essere convertito da PMP 
di nuovo nell’enzima-PLP base di Schiff. Questo coin- 
volge gli stessi tre passaggi di cui sopra, ma in ordi- 
ne inverso: 


3’.PMP reagisce con un a-chetoacido formando una 
base di Schiff. 

2'.L’a-chetoacido—-PMP base di Schiff tautomerizza 
formando un amminoacido—PLP base di Schiff. 

1’.Il gruppo eamminico di un residuo Lys attacca 
l’amminoacido—PLP base di Schiff in una reazio- 
ne di transimminazione che rigenera l’enzima 
attivo-PLP base di Schiff con liberazione di un am- 
minoacido di nuova formazione. 


La stechiometria complessiva della reazione è quindi 


amminoacido; + a-chetoacido, => 
== a-chetoacido; + amminoacido, 


L’esame della struttura dell’amminoacido—base di 
Schiff (Fig. 24.2, passaggio 1) rivela perché questo 
sistema è chiamato «delizia dello spacciatore di elet- 
troni». Il taglio di uno qualunque dei tre legami del- 
l’atomo Ca dell’amminoacido (chiamati a, b e c) pro- 
duce un carbanione C, stabilizzato dalla risonanza 
i cui elettroni sono delocalizzati per tutto il tratto che 
va fino all’atomo di azoto del piridinio protonato del 
coenzima; PLP, cioè, funziona come una «trappola» 
per elettroni. Per le reazioni di transamminazione 
questa capacità di sottrarre elettroni facilita la rimo- 
zione del protone a (taglio del legame a) nella tauto- 
merizzazione della base di Schiff. Le reazioni dipen- 
denti da PLP che coinvolgono il taglio del legame 
b (decarbossilazione dell’amminoacido) e la labiliz- 
zazione del legame c sono discusse rispettivamente 
nei paragrafi 24.4B, 24.3B e 24.3G rispettivamente. 

Le amminotransferasi differiscono nella loro speci- 
ficità per i substrati amminoacidici nel primo stadio 
della reazione di transamminazione generando i di- 
versi prodotti a-chetoacidi. La gran parte delle am- 
minotransferasi accetta solo a-chetoglutarato o (in mi- 
sura minore) ossalacetato come l’a-chetoacido substra- 
to nel secondo stadio della reazione generando glu- 
tammato o aspartato come i loro unici prodotti am- 
minoacidici. I gruppi amminici della maggior parte 
degli amminoacidi sono di conseguenza avviati nella 
via di formazione di glutammato o aspartato, che 
sono reciprocamente interconvertiti dalla glutamma- 
to-aspartato amminotransferasi: 


Li 
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2. IL CICLO DELL’UREA 


[oso] Gli organismi viventi eliminano l’azoto in ec- 
cesso che deriva dalla demolizione metabolica degli 


amminoacidi con uno di tre possibili sistemi. Molti - 


animali acquatici eliminano semplicemente ammo- 
niaca. Dove c'è meno abbondanza di acqua, però, i 
processi si sono evoluti in modo da convertire l’am- 
moniaca in prodotti di scarto meno tossici che hanno 
quindi bisogno di meno acqua per l’escrezione. Uno 
di questi prodotti è l’urea, escreta dalla maggior par- 
te dei vertebrati terrestri; un’altra è l’acido urico, 
che viene escreto da uccelli e rettili terrestri. 


° H 
(0) 
Il HNT. N 
NHg HaN- C_NHy na | » (6) 
O SN N 
H H 


Ammoniaca Urea Acido urico 


In accordo con questa caratteristica gli organismi vi- 
venti sono classificati come ammoniotelici (che eli- 
minano ammoniaca), urotelici (che eliminano urea) 
o uricotelici (che eliminano acido urico). Alcuni ani- 
mali possono passare dall’ammoniotelismo all’urote- 
lismo o all’uricotelismo se le loro scorte di acqua scar- 
seggiano. Focalizzeremo la nostra attenzione sulla for- 
mazione di urea. La biosintesi dell’acido urico viene 
discussa nel paragrafo 26.5A. 

L’urea viene sintetizzata nel fegato ad opera degli 
enzimi del ciclo dell’urea. Essa viene quindi secreta 
nel sangue e sequestrata dai reni per essere escreta 
nelle urine. Il ciclo dell’urea è stato delucidato nel 
suo schema generale, nel 1932, da Hans Krebs e Kurt 
Henseleit (il primo ciclo metabolico noto; Krebs non 
ha chiarito il ciclo dell’acido citrico fino al 1937). Le 
sue reazioni individuali sono state successivamente 
descritte in dettaglio da Sarah Ratner e Philip Cohen. 


x 


La reazione complessiva del ciclo dell’urea è 


a 
NH3 +HCO7 + 700C—CH,— CA— COOT 
Aspartato 
SATP 


lo) 2ADP + 2P; + AMP+ PP; 
Il 


HoN—-C — NH2+ T00C— CH=CH— C00° 
Urea Fumarato 


I due atomi di azoto dell’urea sono così forniti da 
ammoniaca e aspartato mentre l’atomo di carbonio 
deriva da HCO7. Nel ciclo dell’urea sono coinvolte 
cinque reazioni enzimatiche, due delle quali sono mi- 
tocondriali e tre citosoliche (Fig. 24.4). In questo pa- 


ragrafo prenderemo in esame i meccanismi di que- 
ste reazioni e la loro regolazione. 


A. Carbamil fosfato sintetasi: 
l'acquisizione del primo atomo 
di azoto dell’urea 


io61] La carbamil fosfato sintetasi (CPS) non è tec- 
nicamente un membro del ciclo dell’urea. Essa cata- 
lizza la condensazione e l’attivazione di NHI e di 
HCO; per formare carbamil fosfato, il primo dei 
due substrati contenenti azoto del ciclo, con la con- 
comitante idrolisi di due ATP. Gli eucarioti hanno 
due forme di CPS: 


1. La CPSI mitocondriale utilizza ammoniaca come 
il suo donatore di azoto e partecipa alla biosintesi 
dell’urea. 

2. La CPS Il citosolica utilizza glutammina come il 
suo donatore di azoto ed è coinvolta nella biosin- 
tesi delle pirimidine (paragrafo 26.3A). 


Si ritiene che la reazione catalizzata da CPS I coinvol- 
ga tre passaggi (Fig. 24.5): 


1. L’attivazione di HCO7 da parte di ATP che ge- 
nera carbonil fosfato e ADP. 

2. L’attacco di ammoniaca sul carbonil fosfato, che 
sposta il fosfato formando carbammato e Pi. . 

3. La fosforilazione del carbammato da parte del se- 
condo ATP che forma carbamil fosfato e ADP. 


La reazione è in pratica irreversibile ed è la tappa 
limitante del ciclo dell’urea. CPS I va soggetta ad atti- 
vazione allosterica da parte di N-acetilglutammato 
come è discusso nel paragrafo 24.2F. 


B. Ornitina transcarbamilasi 


[ioez]L'ornitina transcarbamilasi trasferisce il 
gruppo carbamilico del carbamil fosfato all’orniti- 


na, generando citrullina (Fig. 24.4, reazione 2; no- 


tate come entrambi questi composti siano a-ammi- 
noacidi «non standard» non sono presenti nelle pro- 
teine). La reazione ha luogo nel mitocondrio così 
che l’ornitina, che è prodotta nel citosol, deve entra- 
re nel mitocondrio per mezzo di un sistema di tra- 
sporto specifico. Analogamente, dato che le rima- 
nenti reazioni del ciclo dell’urea hanno luogo nel 
citosol, la citrullina deve essere fatta uscire dal mito- 
condrio. 
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Il metabolismo degli amminoacidi 781 


—oP07 + 2ADP +Pi e 


Ciclo ATP du 


dell’urea 3 di —NH3 
AMP + P, 900” 
Aspartato 
esi 
Arginino- CH + 
succinato | 3 vali. 
HO-N—-C 
boo- i 108 
4 | 
(CHa)a 
C007 BO-NHs 
no Citosol COOT 
ia ADP 
= I 
COO lo) (0) 
Fumarato Il PS“ e, 


7 


Figura 24.4 Il ciclo dell’urea si svolge in parte nel mitocondrio e 
in parte nel citosol con ornitina e citrullina che vengono trasportati 
attraverso la membrana mitocondriale da sistemi di trasporto specifi- 
ci. Cinque enzimi partecipano al ciclo dell’urea: (1) carbamil fosfato 
sintetasi, (2) ornitina transcarbamilasi, (3) argininosuccinato sintetasi, 
(4) argininosuccinasi e (5) arginasi. 


Figura 24.5 Il meccanismo di azione di CPS I: (1) attivazione di 
HCO; mediante fosforilazione che genera carbonil fosfato postulato 
come intermedio, (2) attacco di NH3 sul carbonil fosfato che forma 
carbammato e (3) fosforilazione del carbammato da parte di ATP che 
genera carbamil fosfato. 
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784 Capitolo 24 


cursori in modo che essi possano essere metabolizza- 
ti a CO, ed H:0 oppure usati nella gluconeogenesi. 
La demolizione ossidativa degli amminoacidi, infat- 
ti, tipicamente rende conto del 10-15% dell’energia 
metabolica generata dagli animali. In questo para- 
grafo prenderemo in considerazione come sono cata- 
bolizzati gli scheletri carboniosi degli amminoacidi. 
I 20 amminoacidi «standard» (gli amminoacidi delle 
proteine) hanno scheletri carboniosi molto diversi, 
così che la loro conversione in intermedi del ciclo 
dell’acido citrico segue vie metaboliche diverse in mo- 
do corrispondente. Non descriveremo in dettaglio tut- 
te le numerose reazioni coinvolte. Prenderemo piut- 
tosto in considerazione come sono organizzate que- 
ste vie e ci concentreremo su poche reazioni di inte- 
resse chimico e/o medico. 


A. Gli amminoacidi possono essere 
glucogenici, chetogenici o entrambi 


[1068] Gli amminoacidi «standard» vengono degradati 
in uno di sette intermedi metabolici: piruvato, 
a-chetoglutarato, succinil-CoA, fumarato, ossalaceta- 
to, acetil-CoA o acetoacetato (Fig. 24.8). Gli amminoa- 
cidi si possono quindi dividere in due gruppi basati 
sulle loro vie metaboliche (Fig. 24.8): 


1. Amminoacidi glucogenici, i cui scheletri car- 
boniosi vengono degradati a piruvato, a-chetoglu- 
tarato, succinil-CoA, fumarato o ossalacetato e so- 
no quindi precursori del glucosio (paragrafo 
21.1A). : 

2. Amminoacidi chetogenici, i cui scheletri car- 
boniosi sono demoliti ad acetil-Co A o acetoacetato 
e possono così essere convertiti in acidi grassi o 
corpi chetonici (paragrafo 23.3). 


Per esempio, l’alanina è glucogenica poiché il suo pro- 
dotto di transamminazione, il piruvato (paragrafo 
24.1A), può essere convertito in glucosio attraverso 
la gluconeogenesi (paragrafo 21.1A). La leucina, d’al- 
tro canto, è chetogenica; il suo scheletro carbonioso 
viene convertito ad acetil-CoA e acetoacetato (para- 
grafo 24.3F). Poiché gli animali sono privi di una qua- 
lunque via metabolica per la conversione netta di 
acetil-CoA o acetoacetato nei precursori gluconeoge- 
nici, non è possibile una sintesi netta di carboidrati 
dalla leucina o dalla lisina, l’unico altro amminoaci- 
do puramente chetogenico. Isoleucina, fenilalanina, 
treonina, triptofano e tirosina, però, sono sia gluco- 
genici che chetogenici; l’isoleucina, per esempio, è 
demolita a succinil-CoA e acetil-CoA ed è quindi un 
precursore sia di carboidrati che di corpi chetonici 
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‘Alanina..; 
;Cisteina: 
‘Glicina:.< 
Serina: 
Treonina 
Triptofano: :. 
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Giucosid' 


Asparagina. 
Aspartato. I 


Ossalacetato Citrato 
so cao | 
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\ Ve CO3 


Succinil-CoA a-chetoglutarato 
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Figura 24.8 Gli amminoacidi vengono degradati in uno di sette inter- 
medi metabolici comuni. Le degradazioni glucogeniche e chetogeni- 
che sono indicate rispettivamente in verde e rosso. 


(paragrafo 24.3E). I rimanenti 13 amminoacidi sono 
puramente glucogenici. 

Nello studiare le vie specifiche della demolizione 
degli amminoacidi organizzeremo gli amminoacidi 
in gruppi che vengono degradati in uno dei sette in- 
termedi metabolici nominati prima: piruvato, ossala- 
cetato, a-chetoglutarato, succinil-CoA, fumarato, 
acetil-CoA. e acetoacetato. 


B. Alanina, cisteina, glicina, 
serina e treonina vengono degradati 
a piruvato 


[1069] Cinque amminoacidi, alanina, cisteina, glicina, 
serina e treonina vengono demoliti generando piruva- 
to (Fig. 24.9). Anche il triptofano dovrebbe esser@ 
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incluso in questo gruppo poiché uno dei suoi prodot- 
ti di demolizione è l’alanina (paragrafo 24.3G) che, 
come abbiamo visto, viene transamminata a piruvato. 

La serina viene convertita in piruvato mediante dei- 
dratazione da parte della serina deidratasi. Questo 
PLP-enzima, come le amminotransferasi (paragrafo 
24.1), funziona formando un PLP-amminoacido base 
di Schiff in modo da facilitare la rimozione dell’ato- 
mo di idrogeno a dell’amminoacido. Nella reazione 
della serina deidratasi, però, il carbanione C, si rom- 
pe con eliminazione del Cx—OH dell’amminoacido 
piuttosto che con tautomerizzazione (Fig. 24.2, pas- 
saggio 2), così che il substrato va incontro ad a, 8 
eliminazione di H:0 piuttosto che a deamminazio- 
ne (Fig. 24.10). Il prodotto della deidratazione, l’e- 
nammina amminoacrilato, tautomerizza in modo 
non enzimatico nella immina corrispondente, che si 
idrolizza spontaneamente in piruvato e ammoniaca. 

La cisteina può essere convertita in piruvato attra- 
verso svariate vie in cui il gruppo sulfidrilico viene 
liberato come HS, SO37 o SCN-. 

La glicina viene convertita in serina dall’enzima 


Figura 24.9 Le vie che convertono alanina, cisteina, glicina, serina 
e treonina in piruvato. Gli enzimi coinvolti sono (1) alanina ammino- 
transferasi, (2) serina deidratasi, (3) il sistema di rottura della glicina, 
(4) e (5) serina idrossimetil transferasi. 


serina idrossimetil transferasi, un altro enzima 
contenente PLP (Fig.. 24.9, reazione 4). Questo enzi- 
ma utilizza N5,N1°-metilene-tetraidrofolato 
(N5,N1°-metilene-THF) come cofattore per fornire 
l’unità C, necessaria per questa conversione. Riman- 
diamo la discussione delle reazioni catalizzate dai co- 
fattori THF fino al paragrafo 24.4D. 

Il gruppo metilenico di N°,N1°-metilene-THF utiliz- 
zato nella conversione della glicina a serina viene ot- 
tenuto attraverso una seconda degradazione della gli- 
cina (Fig. 24.9, reazione 3) catalizzata dal sistema 
di taglio della glicina (chiamato anche glicina sin- 
tasi quando funziona nella direzione inversa; para- 
grafo 24.5A). Il sistema di taglio della glicina, un com- 
plesso multienzimatico che assomiglia alla piruvato 
deidrogenasi (paragrafo 19.2A), contiene quattro com- 
ponenti proteici (Fig. 24.11): 


1. Una glicina decarbossilasi PLP-dipendente (protei- 
na P). 

2. Una amminometiltransferasi contenente lipoami- 
de, che trasporta il gruppo amminometilico rima- 
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L’asparagina è anche convertita in ossalacetato in que- 
sto modo dopo la sua idrolisi ad aspartato da parte 
della asparaginasi (vedi sopra, a destra): 
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Figura 24.13 Le vie di degradazione di arginina, 
glutammato, glutammina, istidina e prolina a a- 
chetoglutarato. Gli enzimi che catalizzano le rea- 
zioni sono (1) glutammato deidrogenasi, (2) glu- 
tamminasi, (3) arginasi, (4) ornitina-5-amminotran- 
sferasi, (5) glutammato-semialdeide deidrogenasi, 
(6) prolina ossidasi, (7) reazione spontanea, (8) isti- 
dina ammoniaca liasi, (9) urocanato idratasi, (10) 
imidazolone propionasi e (11) glutammato formim- 
mino transferasi. 


v 


Ps NH 
H 


Urocanato 


9 si 
H 


o 
ba CH,—CH3— C00° 
NAM 
H 
4-imidazolone- 


5-propionato 


10}_R0 
H 


—00C—G—CHr—CH3— 0007 
EN NH 


(6; 
H 


N-formiimminoglutammato 


11 THF 


N -formiimmino -THF 


NAD 
NADPH + NHy 


“00C—C—CH,—CH,— C0OO 


Il 
(o) 


a-chetoglutarato 


[1072] 1073] 1074) [1075] [1076] 


Il metabolismo degli amminoacidi ‘789 


© 88-08-10538-5 


D. Arginina, glutammato, 
glutammina, istidina e prolina 
sono degradati ad a-chetoglutarato 


[1072] Arginina, glutammina, istidina e prolina ven- 
gono tutti degradati per conversione a glutammato 
(Fig. 24.13), che, a sua volta, è ossidato ad a-chetoglu- 
tarato ad opera della glutammato deidrogenasi (pa- 
ragrafo 24.1). La conversione della glutammina a glu- 
tammato coinvolge solo una reazione: l’idrolisi da par- 
te della glutamminasi. La conversione dell’istidina 
a glutammato è più complicata: essa viene deammi- 
nata in modo non ossidativo, idratata, e il suo anello 
imidazolico tagliato con formazione di N-formim- 
minoglutammato. Il gruppo formimminico viene 
quindi trasferito al tetraidrofolato generando glutam- 
mato e N°-formimmino-tetraidrofolato (paragra- 
fo 24.4D). Sia arginina che prolina sono convertiti in 
glutammato attraverso la formazione come interme- 
dio di glutammato-5-semialdeide. 


E. Isoleucina, metionina e valina 
sono degradati a succinil-CoA 


[1073] Isoleucina, metionina e valina hanno vie di de- 
gradazione complesse che generano tutte propionil- 
CoA. Il propionil-CoA, che è anche un prodotto della 
degradazione degli acidi grassi a catena dispari, vie- 
ne convertito, come già abbiamo visto, a succinil-CoA 
tramite una serie di reazioni che coinvolgono la par- 
tecipazione di biotina e di coenzima B,, (paragrafo 
23.2). 


La demolizione della metionina coinvolge 
la sintesi di S-adenosilmetionina e cisteina 


[1074] La degradazione della metionina (Fig. 24.14) ha 
inizio con la sua reazione con ATP per generare 
S-adenosilmetionina (SAM). Il gruppo metilico al- 
tamente reattivo di questo ione sulfonio lo rende un 
importante agente biologico metilante. Per esempio, 
abbiamo già visto che SAM è il donatore di metile 
nella sintesi della fosfatidilcolina a partire da fosfati- 
diletanolammina (paragrafo 23.84). Essa è anche il 
donatore di metile nella conversione della noradre- 
nalina ad adrenalina (paragrafo 24.4B). 

Le reazioni di metilazione che coinvolgono SAM 
generano S-adenosilomocisteina in aggiunta all’ac- 
cettore metilato. Il primo prodotto viene idrolizzato 
ad adenosina e omocisteina nella reazione successi- 
va della via di degradazione della metionina. L’omo- 


a 


cisteina può essere metilata formando metionina tra- 
mite una reazione in cui N°-metil-THF è il donato- 
re di metile. Alternativamente l’omocisteina può com- 
binarsi con la serina generando cistationina che suc- 
cessivamente forma cisteina (biosintesi della cisteina) 
e a-chetobutirrato. L’a-chetobutirrato continua lun- 
go la via degradativa fino a propionil-CoA e quindi 
succinil-CoA. 


Le vie di degradazione degli amminoacidi 


a catena ramificata contengono temi comuni 


a tutte le ossidazioni di acil-CoA 


1075] La degradazione degli amminoacidi a catena ra- 
mificata isoleucina, leucina e valina inizia con tre rea- 
zioni che utilizzano enzimi comuni (Fig. 24.15, in 
alto): (1) transamminazione nel corrispondente 
a-chetoacido, (2) decarbossilazione ossidativa nel cor- 
rispondente acil-CoA e (3) deidrogenazione da parte 
del FAD che forma un doppio legame. 

Il resto della via di degradazione dell’isoleucina (Fig. 
24.15, a sinistra) è identico a quella dell’ossidazione 
degli acidi grassi (paragrafo 23.2C): (4) idratazione 
del doppio legame, (5) deidrogenazione da parte di 
NAD*, e (6) taglio tiolitico che genera acetil-CoA e 
propionil-CoA, che è successivamente convertito in 
succinil-CoA. La degradazione della valina è una va- 
riazione su questo tema (Fig. 24.15, al centro): seguo- 
no (7) l’idratazione del doppio legame, (8) il legame 
tioestere del CoA viene idrolizzato prima (9) della 
seconda reazione di deidrogenazione. Il legame tioe- 
stere viene quindi rigenerato come propionil-CoA nel- 
l’ultima reazione della sequenza (10), una decarbos- 
silazione ossidativa invece che un taglio tiolitico. 


La malattia delle urine a sciroppo d’acero 
deriva da un difetto nella degradazione 
degli amminoacidi a catena ramificata 


1076] La a-chetoisovalerato deidrogenasi, che ca- 
talizza la reazione 2 della degradazione degli ammi- 
noacidi a catena ramificata (Fig. 24.15), è un com- 
plesso multienzimatico che utilizza il coenzima TTP, 
lipoamide e FAD oltre al suo agente ossidante termi- 
nale NAD*. Una deficienza genetica di questo enzi- 
ma determina la malattia delle urine a sciroppo 
d’acero, così detta perché il conseguente accumulo 
di a-chetoacidi a catena ramificata dà alle urine il 
caratteristico colore di sciroppo d’acero. Se non im- 
mediatamente trattata con una dieta povera di am- 
minoacidi a catena ramificata, la malattia delle urine 
a sciroppo d’acero è rapidamente fatale. 
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Figura 24.16 La via di degradazione della lisina nel fegato dei mam- 
miferi. Gli enzimi coinvolti sono (1) saccaropina deidrogenasi 
(NADP*, generante lisina), (2) saccaropina deidrogenasi (NAD*, ge 
nerante glutammina), (3) amminoadipato-semialdeide deidrogenasi, 
(4) amminoadipato amminotransferasi (un enzima PLP), (5) a-chetoacido 


| 
OH 


HMG-CoA 


deidrogenasi, (6) glutari-CoA deidrogenasi, (7) decarbossilasi, (8) enoik- 

CoA idratasi, (9) B-idrossiacil-CoA deidrogenasi, (10) HMG-CoA sin- 
tasi e (11) HMG-COA liasi (le reazioni 10 e 11 sono discusse nel 
paragrafo 23.3). 
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F. Leucina e lisina vengono degradati 
ad acetoacetato e acetil-CoA 


[1077] La leucina viene ossidata da una combinazione 
di reazioni usate nella # ossidazione e nella sintesi 
dei corpi chetonici (Fig. 24.15, a destra). La prima 
deidrogenazione e le reazioni di idratazione sono in- 
tervallate da una reazione di carbossilazione (11) ca- 
talizzata da un enzima contenente biotina. La rea- 
zione di idratazione (12) produce quindi f-idrossi- 
B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), che viene ridot- 
to dalla HMG-CoA liasi formando acetil-CoA e il cor- 
po chetonico acetoacetato (13) (che, a sua volta, può 
essere convertito in 2-acetil-CoA; paragrafo 23.3). 

Anche se ci sono parecchie vie per la degradazione 
della lisina, quella che procede tramite la formazio- 
ne dell’addotto a-chetoglutarato-lisina saccaropina 
è predominante nel fegato dei mammiferi (Fig. 24.16). 
Sette delle 11 reazioni di questa via sono presenti 
anche in altre vie. La reazione 4 è una transammina- 
zione PLP-dipendente. La reazione 5 è la decarbossi- 
lazione ossidativa di un a-chetoacido da parte di un 
complesso multienzimatico simile alla piruvato dei- 
drogenasi e alla a-chetoglutarato deidrogenasi (para- 
grafi 19.2A e 19.3D). Le reazioni 6, 8 e 9 sono le rea- 
zioni standard dell’ossidazione di un acil-CoA: dei- 
drogenazione ad opera di FAD, idratazione e deidro- 
genazione ad opera di NAD*. Le reazioni 10 e 11 
sono le reazioni standard della formazione dei corpi 
chetonici. Nelle reazioni 5 e 7 della via metabolica 
sono prodotte due moli di CO3. 

Si ritiene che la via della saccaropina predomini 
nei mammiferi per il fatto che un difetto genetico 
dell’enzima che catalizza la reazione 1 della sequen- 
za ha come risultato iperlisinemia e iperlisinuria 
(livelli di lisina elevati nel sangue e nelle urine) oltre 
a ritardo mentale e fisico. Anche questo è un altro 
esempio di come lo studio di rari disordini ereditari 
abbia contribuito a seguire le tracce delle vie meta- 
boliche. 

Lo scheletro carbonioso della leucina, come abbia- 
mo visto, è convertito in una molecola di acetoaceta- 
to e in una di acetil-CoA, mentre quello della lisina 
è convertito in una molecola di acetoacetato e in due 
di CO. Poiché né acetoacetato né acetil-CoA posso- 
no essere convertiti in glucosio negli animali, leuci- 
na e lisina sono amminoacidi solamente chetogenici. 


G. Il triptofano viene degradato 
ad alanina e acetil-CoA 


[1078] La complessità della via principale di degrada- 
zione del triptofano (Fig. 24.17) ci impedisce la di- 


scussione dettagliata di tutte le sue reazioni. Una rea- 
zione nella via metabolica è particolarmente interes- 
sante. La reazione 4, il taglio di 3-idrossichinure- 
nina in alanina e 3-idrossiantranilato, è catalizza- 
ta dalla chinureninasi, un enzima PLP-dipendente. 
La reazione dimostra, una volta di più, l’enorme ver- 
satilità di PLP. Abbiamo visto come PLP possa scin- 
dere un legame C,_H di un a-amminoacido. Ora 
vediamo il suo ruolo nella facilitazione della rottura 
del legame Cg—C,. La reazione segue gli stessi pas- 
saggi delle reazioni di transamminazione ma non 
idrolizza la base di Schiff tautomerizzata (Fig. 24.18). 
Il meccanismo di reazione proposto coinvolge l’at- 
tacco di un gruppo nucleofilico di un enzima sul 
carbonio carbonile (C,)) della base di Schiff tautome- 
rizzata 3-idrossichinurenina-PLP (Fig. 24.18, passag- 
gio 3). Ciò è seguito dal taglio del legame Cg—C, che 
genera un intermedio acil-enzima oltre ad un addot- 
to tautomerizzato alanina-PLP (Fig. 24.18, passaggio 
4). L’idrolisi dell’acilenzima genera quindi 
3-idrossiantranilato la cui ulteriore degradazione pro- 
duce a-chetoadipato (Fig. 24.17, reazioni 4-9). L’a- 
chetoadipato è anche un intermedio nella demoli- 
zione della lisina (Fig. 24.16, reazione 4) così che le 
ultime sette reazioni nella degradazione di questi am- 
minoacidi sono identiche e generano acetoacetato e 
due molecole di CO;. 


H. Fenilalanina e tirosina sono degradate 
a fumarato e acetoacetato 


[1079] Poiché la prima reazione nella degradazione del- 
la fenilalanina è la sua idrossilazione a tirosina, un’u- 
nica via (Fig. 24.19) è responsabile della demolizione 
di entrambi questi amminoacidi. I prodotti finali delle 
sei reazioni di degradazione sono fumarato, un in- 
termedio del ciclo dell’acido citrico e acetoacetato, un 
corpo chetonico. 


Le pterine sono cofattori ossidoriducenti 


[1080] L’idrossilazione della fenilalanina da parte del- 
l'enzima contenente Fe(Il), fenilalanina idrossila- 
si ha bisogno della partecipazione di un cofattore che 
non abbiamo ancora incontrato: la biopterina, un 
derivato della pterina. Le pterine sono composti che 
contengono l’anello di pteridina (Fig. 24.20). Notate 
la somiglianza tra l’anello di pteridina e l’anello di 
isoallossazina dei coenzimi flavinici; le posizioni de- 
gli atomi di azoto nella pteridina sono identiche a 
quelle degli anelli B e C della isoallossazina. Anche 
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Tetraidrobiopterina + Og 
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Figura 24.19 La via di degradazione della fenilalanina. Gli enzimi 
coinvolti sono (1) fenilalanina idrossilasi, (2) amminotransferasi, (3) 
p-idrossifenilpiruvato diossigenasi, (4) omogentisato diossigenasi, (5) 
maleilacetoacetato isomerasi e (6) fumaril-acetoacetasi. | simboli che 
marcano i vari atomi di carbonio servono ad indicare la migrazione 
del gruppo che avviene nella reazione 3 della via (Fig. 24.23). 
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Figura 24.20 L'anello di pteridina è il nucleo della biopterina e del 
folato. Notate le strutture simili della pteridina e dell'anello di isoal- 
lossazina dei coenzimi flavinici. 


i derivati del folato contengono l’anello pterinico (pa- 
ragrafo 24.4D). i 

Le pterine, come le flavine, partecipano alle ossida- 
zioni biologiche. La forma attiva della biopterina è 
la forma pienamente ridotta, 5,6,7,8-tetraidrobiop- 
terina. Essa viene prodotta a partire da 7,8-diidro-. 
biopterina e NADPH, in quella che può essere con- 


siderata una reazione di avviamento, da parte del- 


la diidrofolato reduttasi (Fig. 24.21). Nella rea- 
zione della fenilalanina idrossilasi, la 5,6,7,8-tetra- 
idrobiopterina viene ossidata a 7, 8-diidrobiop- 
terina (forma chinoide). Questo chinoide è succes- 
sivamente ridotto dall’enzima che richiede NADH 


diidropteridina reduttasi che rigenera il cofattore 


attivo. 


Lo «spostamento dell’NIH» 


osi] Un aspetto inatteso della reazione precedente 
è che un atomo di 3H che inizia su C(4) dell’anello 
fenilico della fenilalanina finisce sul C(3) dell’anello 
della tirosina (Fig. 24.21, a destra), invece che essere 
perso nel solvente per sostituzione con il gruppo OH. 


Il meccanismo postulato che rende conto di questo . 
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shift (spostamento) dell’NIH (così chiamato per- 
ché è stato caratterizzato per la prima volta da chi- 
mici del National Institutes of Health) coinvolge l’at- 
tivazione di un ossigeno per formare un epossido at- 
traverso il suo legame alle posizioni 3 e 4 dell’anello 
fenilico, seguito dall’apertura dell’epossido che for- 
ma un carbocatione a livello del C(3) (Fig. 24.22). La 
migrazione di un idruro da C(4) a C(3) forma un car- 
bocatione più stabile (uno ione ossonio). Questa mi- 
grazione è seguita da aromatizzazione dell’anello per 
formare tirosina. 

La reazione 3 (Fig. 24.19) nella via di degradazione 
della fenilalanina fornisce un secondo esempio di uno 
shift dell’NIH. Questa reazione, che è catalizzata dal- 
la p-idrossifenilpiruvato diossigenasi contenente 
Cu, coinvolge tanto la decarbossilazione ossidativa di 
un a-chetoacido quanto l’idrossilazione dell’anello. In 


-<4 Figura 24.21 La formazione, utilizzazione e rigenerazione della 5,6,7,8- 
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-tetraidrobiopterina nella reazione della fenilalanina idrossilasi. 
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Figura 24.22 Il meccanismo proposto per lo spostamento dell'NIH. 
Il riarrangiamento è sostenuto dalla formazione di uno ione ossonio i 
stabilizzato per risonanza. 
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David Shemin e David Rittenberg, che sono stati tra 
i primi a usare traccianti isotopici nella delucidazio- 
ne delle vie metaboliche, hanno dimostrato, nel 1945, 
che tutti gli atomi di C e N dell’eme possono derivare 
da acetato e glicina. Solo la glicina tra una varietà 
di metaboliti marcati con !5N da loro analizzati, 
comprendenti ammoniaca, glutammato, leucina e 
prolina, ha generato eme marcato con !5N nell’emo- 
globina di soggetti a cui erano stati somministrati 
a scopo sperimentale questi metaboliti. Esperimenti 
simili utilizzando acetato marcato con !*C nei suoi 
gruppi metilico o carbossilico, oppure [!*Calglicina 
hanno dimostrato che 24 dei 34 atomi di carbonio 
dell’eme derivano dal carbonio metilico dell’acetato, 
2 dal carbonio carbossilico dell’acetato e 8 dall’atomo 
Cx della glicina (Fig. 24.24). Nessuno degli atomi del- 
l’eme deriva dall’atomo di carbonio carbossilico del- 
la glicina. 

La Fig. 24.24 indica che gli atomi di C dell’eme de- 
rivati dal gruppo metilico dell’acetato sono presenti 
in gruppi di tre atomi legati tra loro. Evidentemente 
l’acetato viene prima convertito in qualche altro me- 
tabolita che ha questo tipo di marcatura. Shemin e 
Rittenberg hanno postulato che questo metabolita sia 
succinil-CoA basandosi sul seguente ragionamento 
(Fig. 24.25): 


1. L’acetato viene metabolizzato attraverso il ciclo 
dell’acido citrico (paragrafo 19.31. 

2. Studi di marcatura indicano che l’atomo C(3) del- 
l’intermedio del ciclo dell’acido citrico succinil-CoA 
deriva dall’atomo di C metilico dell’acetato men- 
tre l’atomo C(4) deriva dall’atomo di C carbossili- 
co dell’acetato. 

3. Dopo molti cicli del ciclo dell’acido citrico, C(1) 
e C(2) del succinil-CoA analogamente risultano 
completamente derivati dall’atomo di C metile del- 
l’acetato. 


Vedremo che questa sequenza di marcatura porta 
infatti a quella dell’eme. 

La prima fase della biosintesi dell’eme è una con- 
densazione di succinil-CoA con glicina seguita.da una 
decarbossilazione che forma acido ò-amminolevu- 
linico (ALA) catalizzata dall’enzima PLP-dipendente 
6-amminolevulinato sintasi (Fig. 24.26). Il gruppo 
carbossilico perso nella decarbossilazione (Fig. 24.26, 
reazione 5) origina nella glicina, e questa è la ragio- 
ne per cui l’eme non contiene isotopi derivati da que- 
sto gruppo. 


d a... 
CH3—C00 
Acetato 
CoASH + ATP 
AMP + PP; 
(0) 
A Ias 
CH3— € — SCoA 
Acetil-CoA CoASH 
PUN SA ln a 
2 2 5 
TOR 8c00 
CH: 
A ta Al z Z4+ 30 
2 HO—-C— COO 
d4Ht0l00- a) 
(6/0,0) Ciclo CHy 
Ossalacetato dell'acido 1, jp! _ 
citrico 29+ 24000 
Citrato È 


Succinato 
Succinil-CoA 


Figura 24.25 L'origine degli atomi di C del succinil-CoA derivati dal- 
l’acetato tramite il ciclo dell'acido citrico. Gli atomi di C contrasse- 
gnati con triangoli e quadrati derivano, rispettivamente, dagli atomi 
di C del metile e del carbossile dell’acetato. I simboli pieni contrasse- - 
gnano gli atomi derivati dall’acetato nel presente ciclo del ciclo del- 
l'acido citrico, mentre i simboli vuoti contrassegnano gli atomi deri- 
vati dall’acetato in cicli precedenti del ciclo dell'acido citrico. Notate 
che gli atomi C(1) e C(4) del succinil-CoA sono rimescolati generan- 
do il succinato simmetrico. 


L’anello pirrolico è il prodotto 
di due molecole ALA 


[1086] L’anello pirrolico si forma nella fase successiva 
della via metabolica attraverso il collegamento di due 
molecole di ALA che formano porfobilinogeno 
(PBG). La reazione è catalizzata dall’enzima che ri- 
chede Zn porfobilinogeno sintasi (alternativamen- 
te, acido ò-amminolevulinico deidratasi), e coin- 
volge la formazione della base di Schiff di una delle 
molecole substrato con un gruppo amminico dell’en- 
zima. Un meccanismo possibile di questa reazione 
di condensazione-eliminazione coinvolge la formazio- 
ne di una seconda base di Schiff tra la base di Schiff 
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Figura 24.26 Il meccanismo di azione dell'enzima dipendente da PLP 
>amminolevulinato sintasi. Le tappe della reazione sono (1) transim- 
minazione, (2) formazione del carbanione stabilizzato da PLP, (3) for- 
mazione del legame C—C, (4) eliminazione di CoA, (5) decarbossila- 
zione facilitata da PLP-base di Schiff e (6) transimminazione che ge 
hera ALA e rigenera l’enzima-PIP. 


dell’ALA-enzima e la seconda molecola di ALA (Fig. 
24.27). A questo punto, se continuiamo a seguire ace- 
tato e glicina marcati attraverso la reazione della PBG 
sintasi (Fig. 24.27), possiamo iniziare a vedere come 
nasce lo schema di marcatura dell’eme. 
L’inibizione della PBG sintasi da parte del piombo 
è una delle manifestazioni principali dell’avvelena- 
mento acuto da piombo. È stato suggerito infatti che 
l’accumulo, nel sangue, di ALA, che assomiglia al 
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Figura 24.29 La via complessiva della biosintesi dell'eme. L'acido 
&amminolevulinico (ALA) viene sintetizzato nel mitocondrio ad ope- 
ra della ALA sintasi. ALA (a sinistra) lascia il mitocondrio e viene 
convertito in PBG, di cui quattro molecole condensano generando 
un anello porfirinico. Le successive tre reazioni coinvolgono | ossida- 
zione dei sostituenti dell'anello pirrolico generando protoporfirinoge- 
no IX la cui formazione è accompagnata dal suo trasporto di nuovo 
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nel mitocondrio. Dopo l'ossidazione dei gruppi metilenici che Grana 
gano i pirroli generando protoporfirina IX, la ferrochelatasi cata ei 
l'inserzione di Fe?+ formando l’eme. A, P, M e V rappresentano 


: È RE SIGLE di "nilico 
spettivamente gruppi acetilico, propionilico, metilico e vinilico . 
(CHa==CHy). Gli atomi di C che originano dal gruppo carbossilico - 


dell’acetato sono colorati. 
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La uroporfirinogeno sintasi 
ha il dipirrometano come cofattore 


[088]I passaggi da 1 a 4 nella Fig. 24.28 mostrano 
che la biosintesi dell’eme dalle unità di pirrolo inizia 
col legame in sequenza di quattro molecole di porfo- 
bilinogeno (PBG), in una reazione catalizzata dalla 
uroporfirinogeno sintasi che genera metilbilano che 
viene covalentemente legato all’enzima. La natura di 
questo legame covalente si è rivelata una sorpresa. 
La uroporfirinogeno sintasi contiene un singolare co- 


| fattore, il dipirrometano (due pirroli collegati da 


un ponte metilenico come quello raffigurato dopo la 
tappa 2 nella Figura 24.28), che viene legato covalen- 
temente all’enzima tramite un legame C-S con un re- 
siduo Cys. Il complesso enzima-metilbilano, quindi, 
contiene in realtà un esapirrolo lineare. La tappa suc- 
cessiva della reazione, pure catalizzata dalla uropor- 
firinogeno sintasi (tappa 5 nella Figura 24.28), è l’i- 
drolisi del legame che collega la seconda e la terza 
unità di pirrolo dell’esapirrolo, che genera metilbila- 
no e il cofattore dipirrometano ancora legato all’en- 
zima, che risulta quindi pronto a catalizzare un nuo- 
vo ciclo di sintesi di metilbilano. 

Come viene sintetizzato il cofattore dipirrometa- 
no? Si è scoperto che la uroporfirinogeno sintasi sin- 
tetizza il proprio cofattore a partire da due unità di 
PBG utilizzando, sembra, lo stesso macchinario cata- 
litico con cui sintetizza il metilbilano. Le tappe 1 e 
2, quindi, della Figura 24.28 sono quelle che meglio 
rappresentano la sintesi del cofattore dipirrometano. 
Come hanno mostrato esperimenti mediante marca- 
tura con !“C il cofattore rimane associato all’enzima 
invece che essere incorporato nel prodotto. 


La biosintesi dell’eme viene regolata 
in modo diverso nelle cellule eritroidi 
e nelle cellule epatiche 


[1089] I due siti principali della biosintesi dell’eme so- 
no le cellule eritroidi, che sintetizzano —85% dei 
gruppi eme del corpo, e il fegato, che sintetizza la 
maggior parte del resto. Una funzione importante 
dell’eme nel fegato è come gruppo prostetico del ci- 


. tocromo Pi5o, un enzima ossidativo coinvolto nella 


detossificazione che è richiesto nel corso della vita 
cellulare dell’epatocita in quantità che variano con 
le necessità di detossificazione. Al contrario, le cellu- 
le eritroidi, in cui l’eme è naturalmente un compo- 
nente dell’emoglobina, si impegnano nella sintesi del- 
l’eme solo in seguito al differenziamento, quando sin- 
tetizzano emoglobina in grandi quantità. Questa sin- 


tesi avviene una sola volta; l’eme deve durare per 
tutta la vita dell’eritrocita (normalmente 120 giorni) 
poiché la sintesi di eme e di emoglobina cessa in se- 
guito a maturazione del globulo rosso (la sintesi pro- 
teica cessa in seguito alla perdita di nucleo e riboso- 
mi). I modi in cui è regolata la sintesi dell’eme negli 
eritrociti e negli epatociti riflette queste esigenze: nel 
fegato la biosintesi dell’eme deve essere «controlla- 
ta», mentre nelle cellule eritroidi il processo assomi- 
glia alla rottura di una diga. 

Nel fegato il principale bersaglia della regolazione 
nella biosintesi dell'eme è la ALA-sintasi, l'enzima 
che catalizza il primo passaggio finalizzato della via 
metabolica. L’eme, o il suo prodotto di ossidazione 
Fe(Ill) emina, controlla l’attività di questo enzima 
mediante tre meccanismi: (1) inibizione a feedback, 
(2) inibizione del trasporto della ALA-sintasi dal suo 
sito di sintesi nel citoplasma al suo sito di attività 
nel mitocondrio (Fig. 24.29), e (3) repressione della 
sintesi di ALA-sintasi. 

Nelle cellule eritroidi l’eme esercita un effetto mol- 
to diverso sulla propria biosintesi. L’eme stimola, an- 
ziché reprimere, la sintesi proteica nei reticolociti (gli 
eritrociti immaturi; paragrafo 30.4A). Anche se la 
maggior parte delle proteine sintetizzate dai retico- 
lociti è rappresentata dalla globina, ci sono evidenze 
che l’eme induca queste cellule a sintetizzare anche 
gli enzimi della via della biosintesi dell’eme. Inoltre, 
la tappa limitante della biosintesi dell’eme nelle cel- 
lule eritroidi potrebbe non essere la reazione della 
ALA-sintasi. Da esperimenti effettuati in vari siste- 
mi di cellule eritroidi durante il differenziamento, 
la ferrochelatasi, l'enzima che catalizza l’inserzione 
del ferro, e la uroporfirinogeno sintasi risultano im- 
plicate nel controllo della biosintesi dell’eme in que- 
ste cellule. Ci sono anche indicazioni che l’incorpora- 
zione cellulare del ferro possa essere una tappa limi- 
tante. Il ferro viene trasportato nel plasma sotto for- 
ma di complesso con la proteina di trasporto del fer- 
ro transferrina. La velocità con cui il complesso 
ferro-transferrina entra nella maggior parte delle cel- 
lule, comprese quelle del fegato, è controllata trami- 
te endocitosi mediata da un recettore (paragrafo 
11.4B). Ciò non di meno, i complessi liposolubili di 
ferro che diffondono direttamente nei reticolociti in 
vitro stimolano la biosintesi dell’eme. L’esistenza di 
parecchi punti di controllo è a sostegno della suppo- 
sizione che, quando la biosintesi eritroide dell’eme 
è «accesa» tutte le sue fasi funzionano al massimo li- 
vello invece di avere una tappa che limita il flusso 
attraverso la via. Anche la sintesi della globina sti- 
molata dall’eme assicura che eme e globina vengano 
sintetizzati nella corretta proporzione per essere as- 
semblati nell’emoglobina (paragrafo 30.44). 
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Capitolo 24 


B. La biosintesi delle ammine 
fisiologicamente attive 


1092) Adrenalina, noradrenalina, dopammina, 
serotonina (5-idrossitriptammina), acido y-am- 
minobutirrico (GABA) e istammina 


noto R 
H 
x=OH. R=CH3z Adrenalina 


x-0H, R=H Noradrenalina 
Xx=H, R=H Dopammina 


HO CH,— CHo— NHj 
| 


Serotonina 
(5-idrossitriptammin a) 


-00C—CH;— CHx—CHo— NH3 
Acido y-amminobutirrico (GABA) 


NS CH,— CH, NH7 
N 
(I 


NH 


Istammina 


sono ormoni 0 neurotrasmettitori derivati dagli am- 
minoacidi. L’adrenalina, per esempio, come abbiamo 
visto, attiva la adenilato ciclasi muscolare stimolando 
quindi la demolizione del glicogeno (paragrafo 17.3E); 
un deficit della produzione di dopammina è associa- 
to con il morbo di Parkinson, una condizione de- 
generativa che determina tremore; la serotonina in- 
duce la contrazione del muscolo liscio; il GABA è uno 
dei principali neurotrasmettitori inibitori del cervel- 
lo, rilasciati nel 30% delle sue sinapsi; l’istammina 
è coinvolta tanto nelle risposte allergiche (come ben 
sanno gli allergici che prendono antistamminici) 
quanto nel controllo della secrezione acida dello sto- 
maco (paragrafo 18.3C). 

La biosintesi di ciascuna di queste ammine fisiolo- 
gicamente attive coinvolge la decarbossilazione del 
corrispondente amminoacido precursore. Le ammi. 
noacido decarbossilasi sono enzimi PLP-dipendenti 
che formano una PLP-base di Schiff con il substrato 
in modo da stabilizzare il carbanione Ca formato in 
seguito al taglio Ca-COO” (paragrafo 24.1A). 
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La produzione di istammina e quella di GABA sono 
processi a tappa singola (Fig. 24.31). Nella sintesi del- 
la serotonina a partire dal triptofano la decarbossila- 
zione è preceduta da una idrossilazione (Fig. 24.32) 
da parte della triptofano idrossilasi, uno dei tre 
enzimi di mammifero che hanno 5,6,7,8-tetraidro- 
biopterina come cofattore (paragrafo 24.3H). Dopam- 
mina, noradrenalina e adrenalina sono, nel loro in- 
sieme, chiamate catecolammine, perché sono deri- 
vati amminici del catecolo. 


oH 
oH 


Catecolo 


27 
Ì 
pi 


La conversione della tirosina nélle varie catecolam- 
mine avviene nel modo seguente (Fig. 24.33): 


4. La tirosina viene idrossilata a 3,4-diidrossifeni- 
lalanina (L-DOPA) ad opera della tirosina 
idrossilasi, un altro enzima che necessita di 
5,6,7,8-tetraidrobiopterina. 

2. 1-DOPA viene decarbossilata a dopammina. 

3. Una seconda idrossilazione genera noradrenalina. 

4. La metilazione del gruppo amminico della nora- 
drenalina da parte della S-adenosilmetionina (pa- 
ragrafo 24.3E) genera adrenalina. 


La catecolammina specifica che una cellula produce 
dipende da quali enzimi della via metabolica sono 
presenti. Nella midollare del surrene, la cui funzio- 
ne è di produrre ormoni (paragrafo 34.4A), Vadrena- 
lina è il prodotto predominante. In alcune aree del 
cervello la noradrenalina è più comune. In altre aree, 
principalmente nella sostanza nera (substantia ni- 
gra), la via si ferma alla sintesi della dopammina. Il 
morbo di Parkinson, infatti, che è determinato da 
una degenerazione della sostanza nera, viene tratta- 
to con parziale successo con somministrazione di 
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i | ila 
00C— CHx— CHo_C— C00° -00C—CH,— CHy— CH NH3 


| Glutammato 


NHj decarbossilasi 
Glutammato (dipendente da PLP) Acido y-amminobutirrico 
(GABA) 
CO, 
N Îi È N 
VEE 
| Y-om-o- COO” —- | Y-cu-cmnat 
N | d: Istidina 
H NH 3 decarbossilasi î 
(dipendente da PLP) 
Istidina Istammina 


Figura 24.31 Le reazioni di decarbossilazione che generano l'acido 
y-amminobutirrico (GABA) a partire da glutammato e l’istammina a 


partire da istidina. 


H Triptofano 
I idroliasi 


_ H 
CHy_0— 00 SA 0 — CHx—C— COO 
NHj ‘ 
N 
H 


N Tetraidro- 

H biopterina 
Triptofano + 
Oo 


Figura 24.32 La serotonina si forma per idrossilazione e successiva 
decarbossilazione del triptofano. 


L-DOPA, il precursore immediato della dopammina. 
La dopammina di per sé non è in grado di attraver- 
sare la barriera ematoencefalica. La L-DOPA, però, 
può arrivare ai suoi siti di azione dove viene decar- 
bossilata a dopammina. L’enzima che catalizza que- 
sta reazione, la amminoacidi aromatici decarbos- 
silasi, decarbossila tutti gli amminoacidi aromatici 
ed è quindi anche responsabile della formazione di 
serotonina. In un approccio al trattamento del mor- 
bo di Parkinson sviluppato di recente, viene trapian- 
tata chirurgicamente una porzione della midollare 
del surrene del paziente nel suo cervello. Presumi- 
bilmente, dopammina e L-DOPA rilasciate da questo 
tessuto servono a sostituire quelle perse per degene- 
razione della sostanza nera. L-DOPA è anche un pre- 
cursore del pigmento nero della pelle, la melanina. 


H 
Ì 
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È NH3 
Diidro- 


biopterina 


5-idrossitriptofano 


Amminoacido aromatico 
decarbossilasi CO. 
(dipendente da PLP) " 


HO > 
UCI CHo_ CHo_ NH3 
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C. Il glutatione 


1093] Il glutatione ( GSH; y-glutammilcisteinglicina), 


SII 
cd o RIC 0 
gii 0 Gila ee NC SNO 0007 
COO7 H 


y- giutammilcisteinglicina 
glutatione (GSH) 


un tripeptide che contiene un insolito legame 
y-amidico, partecipa a numerosi processi metabolici, 
di detossificaziorie e di trasporto (Fig. 24.34). Per esem- 
pio, esso è un substrato per le reazioni di perossida- 
zione, aiutando a distruggere i perossidi generati dalle 
ossidasi; è coinvolto nella biosintesi dei leucotrieni 
(paragrafo 23.7C); l'equilibrio tra le sue forme ridot- 
ta (GSH) e ossidata (GSSG) mantiene i gruppi sulfidri- 
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Figura 24.36 Il tetraidrofolato (THF). 
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Figura 24.37 La riduzione in due tappe del folato a THf. Entrambe 
le reazioni sono catalizzate dalla diidrofolato reduttasi (DHFR). 
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THF in corrispondenza delle sue posizioni N(5), N(10) 
o N(5) e N(10). Queste unità C,, che possono essere 
ai livelli di ossidazione di formiato, formaldeide o 
metanolo (Tabella 24.1), sono tutte interconvertibili 
tramite reazioni enzimatiche di ossidoriduzione (Fig. 
24.38). 

La via principale di ingresso delle unità C, nel pool 
THF è come N*,N!°-metilene-THF attraverso la 
conversione di serina in glicina da parte della serina 
idrossimetil transferasi (paragrafi 24.3B e 24.54) e 
il taglio della glicina da parte della glicina sintasi (il 
sistema di taglio della glicina; paragrafo 24.3B, Fig. 
24.11). Anche V’istidina fornisce unità C; attraverso 
la sua degradazione con susseguente formazione di 
N°-formimmino-THF (Fig. 24.13, reazione 11). 


Una unità C; delle varie forme di THF può avere 
diversi destini (Fig. 24.39): 


1. L’unità può essere usata direttamente come 
N5,N20-metilene-THF nella conversione del deos- 
sinucleotide dUMP a dTMP da parte della timidi- 
lato sintasi (paragrafo 26.4B). 

2. Può essere ridotta a N5-metil-THF per la sintesi 
della metionina dall’omocisteina (paragrafo 24.3E). 

3. Può essere ossidata attraverso N°,N!°metenil-THF 
a N!°-formil-THF per essere usata nella sinte- 
si delle purine (paragrafo 26.2A). Poiché l’anel- 
lo purinico dell'ATP è coinvolto nella. biosinte- 
si dell’istidina in microorganismi e piante (pa- 
ragrafo 24.5B), l’N'°-formil-THF è pure indiret- 
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Figura 24.38 L’'interconversione delle unità C; trasportate Ad Li 
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Figura 24.39 | destini biosintetici delle unità C; del pool > 
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dotto della deamminazione ossidativa del glutamma- 
to. Questo controllo, presumibilmente, impedisce l’ac- 
cumulo dell’ammoniaca prodotta da quella reazione. 

La glutammina sintetasi batterica, come ha dimo- 
strato Earl Stadtman, ha un sistema di controllo mol- 
to più elaborato. Questo enzima, che consiste di 12 
subunità identiche di 51,6 kD sistemate agli angoli 
di un prisma esagonale (Fig. 24.41), è regolata tanto 
da svariati effettori allosterici quanto da modifica- 
zioni covalenti. Anche se qui non diamo una descri- 
zione completa di questo complesso enzima, nume- 
rosi aspetti del suo sistema di controllo sono degni 
di nota. Nove inibitori allosterici a feedback, ciascuno 
col proprio sito di legame, controllano l’attività della 
glutammina sintetasi batterica in modo cumulativo: 
istidina, triptofano, carbamil fosfato (sintetizzato dalla 
carbamil fosfato sintetasi II), glucosammina-6-fosfato, 
AMP e CTP sono tutti prodotti finali di vie che parto- 
no dalla glutammina, mentre alanina, serina e glici- 
na riflettono il livello di azoto della cellula. 

La glutammina sintetasi di E. coli viene modificata 
in modo covalente mediante adenilazione di uno spe- 
cifico residuo Tyr (Fig. 24.42). La suscettibilità dell’en- 
zima all’inibizione da feedback cumulativa aumenta 
e quindi la sua attività diminuisce in rapporto al suo 
grado di adenililazione. Il livello di adenililazione è 
controllato da una complessa cascata metabolica, che 
è concettualmente simile a quella che controlla la gli- 
cogeno fosforilasi (anche se il tipo di modificazione 
covalente differisce nel fatto che la glicogeno fosfori- 
lasi è fosforilata in corrispondenza di un residuo Ser 
specifico; paragrafi 17.3B e 17.3C). Sia l’adenililazio- 
ne che la deadenililazione della glutammina sintetasi 
sono catalizzate dalla adenilil transferasi sotto for- 
ma di complesso con una proteina regolatoria tetra- 
merica, Py. Questo complesso deadenilila la glutam- 
mina sintetasi quando Py è uridililata (anch’essa a un 
residuo Tyr) ed adenilila la glutammato sintetasi 
quando Py è priva di residui UMP. Il livello di uri- 
dililazione di Py, a sua volta, dipende dalla attività 
relativa di due funzioni enzimatiche a carico della 
stessa proteina: una uridilil transferasi che uridili- 
la Py e un enzima che rimuove il gruppo uridi- 
lilico che scinde in modo idrolitico i gruppi UMP 
attaccati a Py (Fig. 24.42). La uridilil transferasi vie- 
ne attivata da a-chetoglutarato e da ATP e inibita 
da glutammina e P;, mentre l’enzima che rimuove 
il gruppo uridililico è insensibile a questi metaboliti. 
Questa complessa cascata metabolica rende quindi l’at- 
tività della glutammina sintetasi di E. coli estrema- 
mente sensibile ai fabbisogni di azoto della cellula. 
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Figura 24.41 La struttura ai raggi X della glutammina sintetasi di Sal- 
monella typhimurium. L'enzima consiste di 12 subunità identiche or- 
ganizzate con una simmetria Dg (la simmetria di un prisma esagona- 
Te). (a) Veduta dall'alto lungo l’asse di simmetria sestupla che mostra 
solo le sei subunità dell'anello superiore in blu e verde alternati. Le 
subunità dell'anello inferiore sono più o meno direttamente sotto quelle 
dell'anello superiore. La proteina, comprese le due catene laterali (non 
rappresentate), ha un raggio di 143 A. | sei siti attivi mostrati sono 
contrassegnati dalle coppie di ioni Mn?* (sfere rosse; uno ione me- 
tallico divalente, fisiologicamente Mg?*, è necessario per l’attività 
enzimatica). Ciascun sito di adenililazione, Tyr 397 (in rosso) si trova 
tra due subunità a livello di un raggio superiore a quello del corri- 
spondente sito attivo. (b) Veduta laterale lungo uno degli assi di sim- 
metria che mostra solo sei delle subunità più vicine. La molecola 
si estende per 103 À lungo l’asse di simmetria sestupla, che da questo 
angolo di visuale è verticale. Confrontate questi diagrammi con le 
fotografie al microscopio elettronico della glutammina sintetasi (Fig. 
7.59). (Per gentile concessione di David Éisenberg, UCLA.) 
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Figura 24.42 La regolazione della glutammina sintetasi batterica tra- 
mite adenililazione/deadenililazione di un residuo Tyr specifico. tl 
livello di adenililazione della glutammina sintetasi è controllato dal 
livello di uridililazione di un residuo Tyr specifico della adenililtrasfe- 
rasi - Pi. Questo livello di uridililazione, a sua volta, è controllato 
dalle attività relative di uridilil transferasi, che è sensibile ai livelli 
di numerosi metaboliti dell'azoto, e dell'enzima che rimuove l’uridi- 
le, la cui attività è indipendente dai livelli di questi metaboliti. 


Enzima che rimuove il gruppo uridilico 
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Il glutammato è il precursore 
di prolina, ornitina ed arginina 


[099] La conversione del glutammato in prolina (Fig. 
24.43, reazioni 1.4) coinvolge la riduzione del grup- 
po y-carbossilico ad aldeide seguita dalla formazione 
di una base di Schiff interna la cui ulteriore riduzio- 
ne genera prolina. La riduzione del gruppo 
y-carbossilico del glutammato ad aldeide è un pro- 
cesso endoergonico che è facilitato dalla precedente 
fosforilazione del gruppo carbossilico ad opera della 
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B. La biosintesi 
degli amminoacidi essenziali 


101] Gli amminoacidi essenziali, come quelli non es- 
senziali, sono sintetizzati a partire da precursori me- 
tabolici familiari. Le loro vie di sintesi, tuttavia, sono 
presenti solo in piante e microorganismi e di solito 
richiedono più tappe di quelle degli amminoacidi non 
essenziali. Per esempio, lisina, metionina e treonina 
sono tutte sintetizzate a partire dall’aspartato attra- 
verso vie metaboliche la cui prima reazione comune 
è catalizzata dalla aspartochinasi, un enzima che 
è presente solo in piante e microorganismi. Analoga- 
mente, valina e leucina sono formate dal piruvato, 
l’isoleucina è generata da piruvato e a-chetobutirrato, 
e triptofano, fenilalanina e tirosina sono formate a 
partire da fosfoenolpiruvato e eritrosio-4-fosfato. Gli 
enzimi che sintetizzano gli amminoacidi essenziali 
sono stati apparentemente persi presto nel corso del- 
l'evoluzione degli animali, probabilmente a causa del- 
la facile reperibilità di questi amminoacidi con l’ali- 
mentazione. 

Tempo e spazio ci impediscono di parlare in detta- 
glio delle molte reazioni interessanti che si trovano 
in queste vie metaboliche. Le vie biosintetiche della 
famiglia di amminoacidi dell’aspartato, della fami- 
glia del piruvato, della famiglia aromatica, e dell’isti- 
dina sono illustrate nelle Figg. 24.45-24.48 assieme 
all'elenco degli enzimi in esse coinvolti. Numerosi 
erbicidi utili in agricoltura e sviluppati di recente 
sono inibitori specifici di alcuni di questi enzimi. Que- 
sti erbicidi sono scarsamente tossici per gli animali 
e quindi rappresentano un rischio minimo per la sa- 
lute dell’uomo e per l’ambiente. 


La famiglia dell’aspartato: 
lisina, metionina e treonina 


1102] Nei batteri, l’aspartato è il precursore comune 
di lisina, metionina e treonina (Fig. 24.45). La biosin- 
tesi di questi amminoacidi essenziali inizia con la fo- 


<q Figura 24.45 La biosintesi degli amminoacidi della «famiglia dell’a- 
spartato»: lisina, metionina e treonina. Gli enzimi della via sono (1) 
aspartochinasi, (2) B-aspartato semialdeide deidrogenasi, (3) omoseri- 
na deidrogenasi, (4) omoserina chinasi, (5) treonina sintasi (un enzi- 
ma PLP), (6) omoserina aciltransferasi, (7) cistationina-y-sintasi, (8) 
cistationina-B-liasi, (9) omocisteina metil transferasi (che è presente 
anche nei mammiferi; paragrafi 24.3£), (10) diidropicolinato sintasi, 
(11) A'-piperidina-2,6-dicarbossilato deidrogenasi, (12) N-succi- 
nil-2-ammino-6-chetopimelato sintasi, (13) succinil-diamminopimelato 
amminotransferasi (un enzima PLP), (14) succinil-diamminopimelato 
desuccinilasi, (15) diamminopimelato epimerasi e (16) diamminopi- 
melato decarbossilasi. 


Inibitore a 


‘ ne 
Enzima edback Corepressore/i 
Aspartochinasi | Treonina Treonina e 
isoleucina 
Aspartochinasi ll Nessuno Metionina 
Aspartochinasi Ill  Lisina Lisina 


* | composti la cui presenza ha come risultato la repressione della sintesi del- 
l'enzima (paragrafo 29.3E). 


sforilazione catalizzata dalla aspartochinasi dell’aspar- 
tato che genera aspartil-8-fosfato. Abbiamo visto 
che il controllo delle vie metaboliche avviene comu- 
nemente in corrispondenza del primo passaggio fi- 
nalizzato della via. Ci si potrebbe quindi aspettare 
che la biosintesi di lisina, metionina e treonina sia 
controllata come gruppo. In realtà, ciascuna di que- 
ste vie è controllata in modo indipendente. L'E. coli 
utilizza tre isozimi della aspartochinasi che rispon- 
dono in modo differente ai tre amminoacidi sia a li- 
vello di inibizione a feedback dell’attività enzimatica 
che di repressione della sintesi dell'enzima. La Ta- 
bella 24.3 riassume questo controllo differenziale. In 
più, la direzione della via è controllata da parte dei 
singoli amminoacidi tramite inibizione a feedback in 
corrispondenza dei punti di diramazione. La metio- 
nina quindi inibisce la O-acilazione dell’omoserina 
(Fig. 24.45, reazione 6), e la lisina inibisce la forma- 
zione di diidrodipicolinato (Fig. 24.45, reazione 10). 


La famiglia del piruvato: 
leucina, isoleucina e valina 


[1103] Valina ed isoleucina sono entrambe sintetizza- 
te attraverso la stessa via a cinque tappe (Fig. 24.46), 
con un’unica differenza in corrispondenza della pri- 
ma tappa. In questa reazione dipendente da tiamina 
pirofosfato, che assomiglia a quelle catalizzate da pi- 
ruvato decarbossilasi (paragrafo 16.38) e transcheto- 
lasi (paragrafo 21.4C), il piruvato forma un addotto 
con TPP, che viene decarbossilato a idrossietil-TPP. 
Questo carbanione stabilizzato dalla risonanza si ag- 
giunge al gruppo chetonico di un secondo piruvato 
generando a-acetolattato sulla via per la valina, op- 
pure al gruppo chetonico del derivato della treonina 
e-chetobutirrato generando a-aceto-a-idrossibu- 
tirrato sulla via per la leucina. La via biosintetica 
della leucina si dirama dalla via della valina a livello 
dell’a-chetoisovalerato (Fig. 24.46, reazione 6). Le rea- 
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Figura 24.48 La biosintesi di fenilalanina, triptofano e tirosina a parti- 
re dal corismato. Gli enzimi della via sono (1) antranilato sintasi, (2) 
antranilato-fosforibosil transferasi, (3) N-(5-fosforibosil)-antranilato iso- 
merasi, (4) indolo-3-glicerol fosfato sintasi, (5) triptofano sintasi, subu- 
nità a, (6) triptofano sintasi, subunità 8, (7) corismato mutasi, (8) pre- 
fenato deidrogenasi, (9) amminotransferasi, (10) prefenato deidratasi 
e (11) amminotransferasi. 
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Un tunnel proteico incanala 
il prodotto intermedio della triptofano sintasi 
tra due siti attivi 


‘1105] Le due reazioni finali della biosintesi del trip- 


tofano, le reazioni 5 e 6 della Fig. 24.48, sono en- 
trambe catalizzate dalla triptofano sintasi: 


1. La subunità a (29 kD) di questo enzima «26: bi- 
funzionale taglia l’indolo-3-glicerolo fosfato ge- 
nerando indolo e gliceraldeide-3-fosfato (reazio- 
ne 5). 

2. La subunità 8 (43 kD) unisce l’indolo con la 
L-serina in una reazione dipendente da PLP che 
genera L-triptofano (reazione 6). 


Ciascuna subunità isolata è enzimaticamente attiva 
ma, quando sono unite nel tetramero 262, la velo- 
cità di entrambe le reazioni e l’affinità per i substra- 
ti aumentano di 1 o 2 ordini di grandezza. L’indolo, 
il prodotto intermedio, non compare libero in solu- 
zione; apparentemente l’enzima lo sequestra. 

La struttura ai raggi X della triptofano sintasi di 
Salmonella typhimurium, determinata da Craig Hv- 
de, Edith Miles e David Davies, spiega quest’ultima 
osservazione. La proteina forma un complesso sim- 
metrico a-8-6-a lungo 150 À (Fig. 24.49) in cui i siti 
attivi di subunità a e f adiacenti sono separati da 
-25 À. Questi siti attivi sono uniti da un tunnel pie- 
no di solvente che è abbastanza largo da contenere 
il substrato intermedio, l’indolo. Questa struttura sen- 
za precedenti suggerisce la seguente serie di eventi. 
Il substrato indolo-3-glicerolo fosfato si lega alla su- 
bunità @ tramite un’apertura nel suo sito attivo, la 
sua «porta di fronte», e il prodotto gliceraldeide-3-fo- 
sfato se ne va per la stessa via. Analogamente, il sito 
attivo della subunità 8 ha una apertura verso il sol- 
vente tipo «porta di fronte» attraverso cui entra la 
serina ed esce il triptofano. Entrambi i siti attivi han- 
no anche delle «porte sul retro» che sono collegate 
dal tunnel. L’intermedio indolo, presumibilmente, dif- 
fonde tra i due siti attivi tramite il tunnel e quindi 
non si disperde nel solvente. 

Questo fenomeno, in cui l'intermedio di due rea- 
zioni viene direttamente trasferito da un sito attivo 
di un enzima all’altro, viene definito incanalamen- 
to (channeling; il termine «tunnelling» viene riserva- 
to a certi fenomeni di meccanica quantistica). L’inca- 
nalamento aumenta la velocità di una via metabolica 
sia impedendo la perdita dei suoi prodotti intermedi 
che proteggendo questi intermedi dalla degradazio- 
ne. Abbiamo visto un fenomeno simile nella serie 
di reazioni catalizzata dalla acido grasso sintasi in 
cui il prodotto che sta crescendo viene tenuto in pros- 


Figura 24.49 La struttura ai raggi X dell'enzima bifunzionale triptofa- 
no sintasi di S. typhimurium di cui è rappresentata la superficie mole- 
colare. È mostrata solo una unità «8 di questo eterotetramero simme- 
trico @263: i punti blu delineano la superficie della subunità @ (268 
residui), i punti turchese delineano la superficie della subunità 8 (397 
residui) e i punti gialli delineano l'interfaccia tra subunità f adiacenti. 
Il sito attivo della subunità @ è localizzato grazie all’inibitore compe- 
titivo ad esso legato indolpropanol fosfato (superficie a punti rossi 
a destra), mentre quello della subunità 8 è marcato dal suo coenzima 
PLP (superficie gialla con punti rossi a sinistra). Il «tunnel» che mette 
in comunicazione i siti attivi delle subunità @ e f, attraverso cui si 
ritiene che l’indolo prodotto dalla reazione della subunità « passi 
al sito attivo della subunità 8, è evidenziato in verde. (Per gentile 
concessione di Craig Hyde, Edith Miles e David Davies, NIH.) 


simità del sito attivo dell'enzima multifunzionale tra- 
mite un’unione covalente al braccio flessibile di fo- 
sfopantoteina dell’enzima (paragrafo 23.4C). L’inca- 


nalamento è implicato anche nella biosintesi a più 
tappe di purine e pirimidine (paragrafo 26.3A). 


È 


La biosintesi dell’istidina 


106] Cinque dei sei atomi di C dell’istidina deriva- 
no dal 5-fosforibosil-a-pirofosfato (PRPP; Fig. 
24.50), un intermedio coinvolto anche nella biosin- 
tesi del triptofano, (Fig. 24.48, reazione 2), dei nu- 
cleotidi purinici (paragrafo 26.2A) e dei nucleotidi 
pirimidinici (paragrafo 26.3A). Il sesto carbonio del 
l’istidina deriva dall'ATP. Gli atomi dell'ATP che 
non vengono incorporati nell’istidina sono eliminati 
come 5-amminoimidazolo-4-carbossamide ribo- 
nucleotide (Fig. 24.50, reazione 5), che è anche un 


intermedio della biosintesi delle purine (paragrafo 
26.2A). 
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Figura 24.51 Fotografia che mostra i noduli delle radici del legume 
trifoglio a zampa di gallina. (The Nitragin Co., Inc.) 


ferredossina, una proteina trasportatrice di elettroni 
contenente [4Fe-4S] che trasferisce un elettrone alla 
proteina Fe della nitrogenasi, dando inizio al proces- 
so di fissazione dell’azoto (Fig. 24.52). Due molecole 
di ATP si legano alla proteina Fe ridotta e sono idro- 
lizzate col passaggio dell’elettrone dalla proteina Fe 
alla proteina MoFe. Si ritiene che l’idrolisi dell'ATP 
determini un cambiamento conformazionale nella 
proteina Fe che altera il suo potenziale di ossidoridu- 
zione da —0,29 a —0,40 V rendendo l’elettrone capa- 
ce di ridurre VN, (£°’ per semi-reazione 
N, +6Ht ==2NH; è —- 0,34 V). 

La vera riduzione di N, avviene sulla proteina 
MoFe in tre tappe discrete, di cui ciascuna interessa 
una coppia di elettroni: 


Figura 24.52 Il flusso di elettroni nel- 
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2H "+ 2e7 21M °+ 2eT 211°+ 2e 


{BI | 
N=N HENE=N—H NN 2NH, 
H È 


I 


Il trasferimento di elettroni deve avvenire sei volte 
per ogni molecola di N; fissata, così che è necessa- 
rio un totale di 12 molecole di ATP per fissare una 
molecola di N2. La nitrogenasi, però, riduce anche 
H;0 in H. che, a sua volta, reagisce con una diim- 
mina riformando N». 


HN=NH+H, —> N2+2H2 


Questo ciclo futile è favorito quando il livello di ATP 
è basso e/o la riduzione della proteina Fe è scarsa. 
Anche quando ATP è abbondante, però, il ciclo non 
può essere interamente soppresso oltre circa una mo- 
lecola di Hz prodotta per N. ridotto. Il costo totale 
della riduzione di N: è quindi di 8 elettroni trasfe- 
riti e 16 ATP idrolizzati. La fissazione dell’azoto è 
un processo energeticamente dispendioso; i batteri 
che fissano l’azoto presenti nei noduli delle radici del 
le piante di pisello consumano quasi il 20% dell'ATP 
prodotto dalla pianta. 

Anche se N, atmosferico è la fonte di azoto per 
tutti gli esseri viventi, la maggior parte delle piante 
non sostengono la crescita simbiotica dei batteri che 
fissano l'azoto. Esse dipendono quindi da una fonte 
di azoto «prefissato» come nitrato o ammoniaca. Que- 
sti nutrienti derivano dalla materia organica in de- 
composizione nel terreno o da fertilizzanti forniti dal- 
l’esterno. Il processo di Haber, che è stato inventato 
da Fritz Haber nel 1910, è un processo chimico per 
la fissazione di N, che è ancora largamente usato 
nella produzione di fertilizzanti. Questa riduzione 
diretta di N3 da parte di H, che genera NH; ha bi- 
sogno di una temperatura di 500 °C, una pressione 
di 300 atm e un catalizzatore di ferro. Uno dei prin- 


i 2ADP + 2P, 
la riduzione di N, catalizzata dalla ni- A È 
trogenasi. (Ferredossina);g (Proteina Fe)ss | (Proteina MoFe)ra N, + 8H 
Fotosintesi V 
o trasporto 
ossidativo 
degli elettroni 
(Ferredossina),gs (Proteina Fe)ria (Proteina MoFe)ss 2NH,+ Ha 


2ATP 


ico soticii ohi 


8 volte 
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cipali scopi a lungo termine dell’ingegneria genetica 
(paragrafo 28.8) è quello di indurre piante non legu- 
minose utili in agricoltura a fissare il proprio azoto, 
un processo complesso in cui la pianta deve essere 
resa capace di fornire un ambiente ospitale per la 
fissazione dell’azoto oltre ad acquisire il macchina- 
rio enzimatico per farlo. Questo libererebbe gli agri- 
coltori, particolarmente quelli dei Paesi in via di svi- 
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luppo, dalla necessità o di acquistare fertilizzanti o 
di lasciare periodicamente riposare i loro campi (dan- 
do ai legumi l’opportunità di crescere) o di seguire 
le tecniche del «debbio» (diboscamento e incendio) che 
stanno distruggendo le foreste tropicali del mondo 
oltre a contribuire in modo significativo all’effetto 
serra (l’inquinamento atmosferico da CO; che deter- 
mina un riscaldamento globale a lungo termine). 


110) Gli amminoacidi sono i precursori di numerosi 
composti azotati come l’eme, le ammine fisiologica- 
mente attive e il glutatione. Gli amminoacidi in ecces- 
so vengono convertiti in intermedi metabolici comuni 
per essere usati come combustibile. Il primo passag- 
gio nella demolizione degli amminoacidi è la rimozio- 
ne del gruppo a-amminico mediante transammina- 
zione. Le transamminasi richiedono piridossal fosfa- 
to (PLP) e convertono gli amminoacidi nei loro 
a-chetoacidi corrispondenti. Il gruppo amminico vie- 
ne trasferito all’a-chetoglutarato formando glutam- 
mato, all’ossalacetato formando aspartato o al piru- 
vato formando alanina. Il glutammato È successiva- 
mente deamminato in modo ossidativo formando am- 
moniaca e rigenerando a-chetoglutarato. 

Nel ciclo dell’urea i gruppi amminici dell’ammonia- 
ca e dell’aspartato si combinano con l’HCOz gene- 
rando urea. 

Questa via metabolica ha sede nel fegato, in parti- 
colare nel mitocondrio, e parzialmente nel citosol. Ini- 
zia con una condensazione dipendente da ATP di 
NHÈÎ e HCO; ad opera della carbamil fosfato sinte- 
tasi. Il carbamil fosfato risultante si combina quindi 
con l’ornitina generando citrullina, che si combina con 
l’aspartato formando argininosuccinato che, a sua vol- 
ta, viene scisso in fumarato e arginina. L’arginina 
viene quindi idrolizzata a urea, che è escreta, e ad 
ornitina, che rientra nel ciclo dell’urea. 

L’N-acetilglutammato regola il ciclo dell’urea atti- 
vando allostericamente la carbamil fosfato sintetasi. 

Gli a-chetoacidi prodotti dalle reazioni di transam- 
minazione sono degradati in intermedi del ciclo del- 
l’acido citrico o in loro precursori. Gli amminoacidi 
leucina e lisina sono chetogenici nel senso che vengo- 
no convertiti solo nei precursori dei corpi chetonici 
acetil-CoA ed acetoacetato. Gli altri amminoacidi so- 
no, per lo meno in parte, glucogenici nel senso che 


sono convertiti nei precursori del glucosio: piruvato, 
ossalacetato, a-chetoglutarato, succinil-CoA e fuma- 
rato. 

Alanina, cisteina, glicina, serina e treonina sono con- 
vertiti in piruvato. La serina idrossimetil transferasi 
catalizza il taglio PLP-dipendente del legame Ca—Ce 
della serina formando glicina. La reazione ha biso- 
gno di tetraidrofolato (THF) come accettore di unità 
C;. Asparagina e aspartato sono convertiti in ossa- 
lacetato. L’a-chetoglutarato è un prodotto della de- 
gradazione di arginina, glutammato, glutammina, 
istidina e prolina. 

Metionina, isoleucina e valina vengono degradati in 
succinil-CoA. La demolizione della metionina coinvol- 
ge la sintesi di S-adenosilmetionina (SAM), uno ione 
sulfonio che funziona come donatore di gruppi meti- 
lici in molte reazioni biosintetiche. La malattia delle 
urine a sciroppo d’acero è determinata da un difetto 
ereditario della degradazione degli amminoacidi a ca- 
tena ramificata. La via di degradazione degli ammi- 
noacidi a catena ramificata presenta reazioni comu- 
ni a tutte le ossidazioni di acil-CoA. Il triptofano vie- 
ne degradato ad alanina e acetil-CoA. Fenilalanina 
e tirosina sono degradate in fumarato ed acetoaceta- 
to. La maggior parte degli individui con la malattia 
ereditaria fenilchetonuria sono privi di fenilalanina 
idrossilasi, che converte la fenilalanina in tirosina. 

L’eme viene sintetizzato a partire da glicina e 
succinil-CoA. Questi precursori si condensano generan- 
do acido 3-amminolevulinico (ALA), che ciclizza for- 
mando il pirrolo porfobilinogeno (PBG). Quattro mo- 
lecole di PBG condensano generando uroporfirinogeno 
III, che va quindi a formare l’eme. L’eme viene degra- 
dato formando tetrapirroli lineari che sono successi 
vamente escreti come pigmenti biliari. Gli ormoni e 
i neurotrasmettitori L-DOPA, adrenalina, noradrena- 
lina, serotonina, acido y-amminobutirrico (GABA) e 
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Capitolo 24 


Dimostrate che la sintesi dell’eme a partire da PBG 
marcato come mostrato nella Fig. 24.27 dà origine 
allo schema di marcatura dell’eme illustrato nella Fig. 
24,24. 


Spiegate perché certi farmaci e altri prodotti chimici 
possono scatenare un attacco di porfiria acuta inter- 
mittente. 


Uno dei sintomi del kwashiorkor, la malattia da de- 
ficienza alimentare di proteine dei bambini, è la de- 
pigmentazione di pelle e capelli. Spiegate le basi bio- 
chimiche di questo sintomo. 


Quali sono le conseguenze metaboliche di un deficit 
dell'enzima che rimuove l’uridilile nell’E. coli? 


Nella Fig. 24.45, la reazione 9 indica che la metioni- 
na è sintetizzata nei microorganismi mediante me- 
tilazione dell’omocisteina in una reazione in cui 


*11 
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N°-metil-THF è il donatore di un metile. Nella de- 
molizione della metionina, però (Fig. 24.14), la sua 
demetilazione avviene in tre tappe in cui SAM è un 
intermedio. Spiegate perché questa reazione non av- 
viene attraverso il più semplice processo inverso del- 
la reazione di metilazione. 


Nel ciclo del glucosio-alanina, il piruvato derivato per 
via glicolitica viene transamminato a alanina e tra- 
sportato al fegato per essere convertito in glucosio 
e tornare alle cellule. Spiegate come una cellula mu- 
scolare sia in grado di partecipare a questo ciclo in 
condizioni anaerobiche (contrazioni vigorose). (Indi- 
zio: la demolizione di molti amminoacidi genera 
NH3.) 


Suggerite un motivo per cui le eterocisti che fissano 
l’azoto dei cianobatteri hanno perso il Fotosistema 
I ma conservano il Fotosistema II. 
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CAPITOLO 25. 


1. Le vie principali e le strategie del metabolismo energetico: un 
riassunto 


2. La specializzazione degli organi 
A. Il cervello 
B. Il muscolo 


di. 


C. Il tessuto adiposo 
D. Il fegato 


3. L'adattamento metabolico 
A. ll digiuno 


B. Il diabete mellito 


Il metabolismo 
energetico: 
Integrazione 

e specializzazione 
degli organi 


[112] A questo punto abbiamo studiato tutte le vie 
principali del metabolismo energetico. Di conseguen- 
za siamo ora nella posizione di prendere in conside- 
razione come gli organismi, i mammiferi in partico- 
lare, orchestrano la sinfonia metabolica per andare 
incontro ai propri fabbisogni energetici. Questo ca- 
pitolo inizia quindi con un riassunto delle principali 
vie metaboliche e dei loro sistemi di controllo, pren- 
de poi in considerazione come questi processi venga- 
no ripartiti tra i vari organi del corpo e finisce con 
una discussione di come il corpo reagisca alla sfida 
metabolica del digiuno e come risponda alla perdita 
di controllo che deriva dal diabete mellito. 


1. LE VIE PRINCIPALI 
E LE STRATEGIE DEL METABOLISMO 
ENERGETICO: UN RIASSUNTO 


[1113] La Fig. 25.1 mostra le interrelazioni tra le vie 
principali coinvolte nel metabolismo energetico. Pas- 
siamo in rassegna queste vie e i loro meccanismi di 
controllo. 


1. La glicolisi (Capitolo 16) 


[1114] La degradazione metabolica del glucosio inizia 
con la sua conversione in due molecole di piruvato 
con la produzione netta di due molecole ciascuna di 
ATP e di NADH. In condizioni anaerobiche, il piru- 
vato viene convertito in lattato (o, nel lievito, in eta- 
nolo) in modo da riciclare il NADH. In condizioni 
aerobiche, però, quando la glicolisi serve a prepara- 
re il glucosio per una ulteriore ossidazione, il NAD* 
viene rigenerato attraverso la fosforilazione ossidati- 
va (vedi più avanti). Il flusso di metaboliti lungo la 
via glicolitica è in gran parte controllato dall’attività 
della fosfofruttochinasi (PFK). Questo enzima viene 
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Capitolo 25 


l’urea attraverso il ciclo dell’urea. Leucina e lisina 
sono amminoacidi chetogenici nel senso che possono 
essere convertiti solo ad acetil-CoA o acetoacetato e 
quindi non possono essere precursori del glucosio. 
Gli altri amminoacidi sono glucogenici per il fatto 
che essi possono essere, per lo meno in parte, con- 
vertiti in uno dei precursori del glucosio-piruvato, 
ossalacetato, a-chetoglutarato, succinil-CoA o fuma- 
rato. Cinque amminoacidi sono sia chetogenici che 
glucogenici. Gli amminoacidi essenziali sono quelli 
che un animale non può sintetizzare da solo; essi de- 
vono essere ottenuti da fonti vegetali o microbiche. 
Gli amminoacidi non essenziali possono essere sinte- 
tizzati dagli animali attraverso vie che generalmen- 
te sono più semplici di quelle che portano alla sintesi 
degli amminoacidi essenziali. 

Due composti sono all’incrocio delle suddette vie 
metaboliche: acetil-CoA e piruvato (Fig. 25.1). Acetil- 
CoA è il prodotto di degradazione comune della mag- 
gior parte dei combustibili metabolici compresi poli- 
saccaridi, lipidi e proteine. Il suo gruppo acetilico può 
essere ossidato a CO, e H;0 attraverso il ciclo dell’a- 
cido citrico e la fosforilazione ossidativa o usato per 
sintetizzare gli acidi grassi. Il piruvato è il prodotto 
della glicolisi, della deidrogenazione del lattato e del- 
la demolizione di certi amminoacidi glucogenici. Es- 
so può essere decarbossilato in modo ossidativo ge- 
nerando acetil-CoA, e destinando quindi i suoi atomi 
all’ossidazione o alla biosintesi degli acidi grassi. Al- 
ternativamente, esso può essere carbossilato attraver- 
so la reazione della piruvato carbossilasi formando 
ossalacetato che, a sua volta, rifornisce gli intermedi 
del ciclo dell’acido citrico o entra nella via della glu- 
coneogenesi attraverso il fosfoenolpiruvato, aggiran- 
do quindi un passaggio irreversibile della glicolisi. 
Il piruvato è quindi un precursore tanto di numerosi 
amminoacidi quanto del glucosio. 

Le suddette vie sono presenti in compartimenti cel- 
lulari specifici. La glicolisi, la sintesi e la degradazio- 
ne del glicogeno, la sintesi degli acidi grassi e la via 
dei pentosi fosfati si svolgono in gran parte o intera- 
mente nel citoplasma mentre la degradazione degli 
acidi grassi, il ciclo dell’acido citrico e la fosforilazio- 
ne ossidativa si svolgono nel mitocondrio. Fasi diver- 
se della gluconeogenesi e della degradazione degli 
amminoacidi si svolgono in ciascuno di questi com- 
partimenti. Il flusso di metaboliti attraverso le mem- 
brane dei compartimenti è mediato, nella maggior par- 
te dei casi, da trasportatori specifici che pure sono 
soggetti a regolazione. 

L’enorme numero di reazioni enzimatiche che av- 
vengono simultaneamente in ogni cellula deve esse- 
re coordinato e strettamente controllato per soddi- 
sfare i bisogni della cellula. Una tale regolazione av- 
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viene a numerosi livelli. Le comunicazioni intercel- 
lulari che regolano il metabolismo sono tanto a cari- 
co di alcuni ormoni compresi adrenalina, noradrena- 
lina, glucagone e insulina quanto a carico di una se- 
rie di ormoni steroidei noti come glucocorticoidi 
(le cui funzioni sono discusse nel paragrafo 34.44). 
Questi segnali ormonali stimolano svariate risposte 
cellulari compresa, a breve termine, la sintesi di se- 
condi messaggeri come cAMP e, a lungo termine, 
la modulazione della velocità della sintesi proteica. 
A livello molecolare, la velocità delle reazioni enzi- 
matiche è controllata da una via di reazioni di fosfo- 
rilazione/defosforilazione a cascata amplificante, da 
risposte allosteriche alla presenza di effettori (di soli- 
to precursori o prodotti della via di reazioni che de- 
ve essere controllata) e dalla disponibilità del sub- 
strato. Il macchinario regolatorio di vie cataboliche 
e anaboliche opposte è di solito organizzato in modo 
tale che queste vie siano reciprocamente regolate. 


2. LA SPECIALIZZAZIONE 
DEGLI ORGANI 


[1122] In questo paragrafo prenderemo in considera- 
zione come siano soddisfatti i fabbisogni particolari 
degli organi dei mammiferi e come siano coordinate 
le loro capacità metaboliche per poter soddisfare que- 
sti fabbisogni. In particolare discuteremo di cervel- 
lo, muscolo, tessuto adiposo e fegato (Fig. 25.2). 


A. Il cervello 


123] Il tessuto cerebrale ha un ritmo respiratorio par- 
ticolarmente elevato. Il cervello umano, per esem- 
pio, costituisce quasi il 2% della massa corporea del- 
l’adulto ma è responsabile di — 20% del suo consumo 
di O, a riposo. 

Questo consumo, inoltre, è indipendente dallo sta- 
to di attività mentale; esso non varia molto tra il son- 
no e lo stato di intensa concentrazione necessaria, 
diciamo, per studiare la biochimica. La maggior par- 
te della produzione energetica del cervello serve a 
rifornire di energia la ATPasi(Na*-K+) della mem- 
brana plasmatica (paragrafo 18.3A), che mantiene il 
potenziale di membrana necessario alla trasmissione 
dell'impulso nervoso (paragrafo 34.4C). La respira- 
zione di sezioni di cervello, infatti, è ridotta di oltre 
il 50% dall’inibitore della ATPasi(Na*-K*) uabaina 
(paragrafo 18.3A). 

In condizioni normali il glucosio funziona come uni- 
co carburante del cervello (anche se in caso di digiu- 
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Figura 25.2 Le interrelazioni metaboli- 
che tra cervello, tessuto adiposo, mu- 
scolo e fegato. Le frecce rosse indicano 
vie che predominano nello stato di buon 
nutrimento quando glucosio, amminoa- 
cidi e acidi grassi sono disponibili di- 
rettamente dall’intestino. 
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no prolungato esso passa gradualmente all’utilizzo 
dei corpi chetonici; paragrafo 25.3A). Poiché le cellu- 
le del cervello, infatti, accumulano molto poco glico- 
geno, necessitano di un rifornimento costante di glu- 
cosio dal sangue. Una concentrazione ematica di glu- 
cosio di meno della metà del valore normale di 
—5mm ha come risultato un malfunzionamento ce- 
rebrale. Livelli molto più bassi di questo valore cau- 
sati, per esempio, da un grave sovradosaggio di insu- 
lina determinano coma, danno irreversibile e infine 
morte. Una delle funzioni principali del fegato, quin- 
di, è quella di mantenere il livello ematico di gluco- 
sio (paragrafo 25.2D). 


B. Il muscolo 


fu24]I carburanti principali del muscolo sono gluco- 
sio derivato dal glicogeno, acidi grassi e corpi cheto- 
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nici. Un muscolo riposato e ben nutrito, contraria- 
mente al cervello sintetizza una riserva di glicogeno 
pari all’1-2% della sua massa. Il glicogeno serve al 
muscolo come una riserva di carburante facilmente 
disponibile poiché può essere rapidamente converti- 
to a G6P che entra nella glicolisi (paragrafo 17.1). 

Il muscolo non può esportare glucosio perché è pri- 
vo di glucosio-6-fosfatasi. Ciò non di meno il muscolo 
serve al corpo come un serbatoio di energia poiché, 
durante lo stato di digiuno, le sue proteine vengono 
degradate in amminoacidi, molti dei quali sono con- 
vertiti in piruvato che, a sua volta, è transamminato 
ad alanina. L’alanina viene quindi trasportata, col san- 
gue, al fegato che la transammina di nuovo a piruva- 
to, un precursore del glucosio. 

Poiché il muscolo non partecipa alla gluconeogene- 
si, esso è privo del macchinario che regola questo 
processo in organi gluconeogenetici come fegato e 
rene. I muscoli non hanno recettori per il glucagone 
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[1131] 1132] 


Una delle maggiori funzioni del fegato è di agire 
come «tampone» ematico del glucosio. Esso lo fa incor- 
porando o rilasciando glucosio in risposta tanto ai li- 
velli di glucagone, noradrenalina e insulina quanto 
alla concentrazione di glucosio di per sé. Dopo un 
pasto contenente carboidrati, quando la concentra- 
zione ematica di glucosio raggiunge — 6mm, il fega- 
to incorpora glucosio convertendolo a GGP. Il pro- 
cesso viene catalizzato dalla glucochinasi (paragrafo 
17.3F), che differisce dalla esochinasi, l'analogo en- 
zima glicolitico di altre cellule, per il fatto che la 
glucochinasi ha una affinità per il glucosio molto 
più bassa (Ky=10mMm per la glucochinasi contro 
<0,1mm per la esochinasi) e non è inibita da GGP. 
Le cellule epatiche contrariamente ai muscoli e alle 
cellule adipose sono permeabili al glucosio e quindi 
l’insulina non ha un effetto diretto sulla loro incor- 
porazione di glucosio. Poiché la concentrazione di glu- 
cosio nel sangue è normalmente inferiore alla Km 
della glucochinasi, il ritmo di fosforilazione del glu- 
cosio nel fegato è più o meno proporzionale alla con- 
centrazione di glucosio nel sangue. Gli altri zuccheri 
assorbiti dall’intestino, principalmente fruttosio, ga- 
lattosio e mannosio, vengono pure convertiti a GGP 
nel fegato (paragrafo 16.5). Dopo una notte di digiu- 
no il livello di glucosio nel sangue scende a — 4mm. 
Il fegato impedisce che scenda oltre questo livello ri- 
lasciando glucosio nel sangue come descritto più ol- 
tre. In più, il lattato, il prodotto del metabolismo anae- 
robico del glucosio nel muscolo, viene incorporato 
dal fegato per essere usato tanto in gluconeogenesi 
e lipogenesi quanto nella fosforilazione ossidativa. 


. Il destino del glucosio varia 


con le necessità metaboliche 


[1131] G6P è al punto di incrocio del metabolismo dei 
carboidrati; esso può avere svariati destini alternati- 
vi a seconda della richiesta di glucosio (Fig. 25.1): 


1. G6P può essere convertito a glucosio per azione 
della glucosio-6-fosfatasi per essere trasportato at- 
traverso il sangue agli organi periferici. 

2. GGP può essere convertito a glicogeno (paragrafo 
17.1) quando la richiesta di glucosio da parte del 
corpo è bassa. L'aumento della richiesta di gluco- 
sio, però, segnalata da livelli più alti di glucagone 
e/o di adrenalina, inverte questo processo (para- 
grafo 17.2). 

3. G6P può essere convertito in acetil-CoA tramite 
glicolisi e per azione della piruvato deidrogenasi 
(Capitolo 16). La maggior parte di questo acetil- 
CoA derivato dal glucosio viene usata nella sinte- 
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si degli acidi grassi (paragrafo 23.4), il cui destino 
è descritto più oltre, e nella sintesi dei fosfolipidi 
(paragrafo 23.8) e del colesterolo (paragrafo 23.6A). 
Il colesterolo, a sua volta, è un precursore degli 
acidi biliari, che sono prodotti dal fegato (para- 
grafo 23.6C) per essere utilizzati come agenti emul- 
sionanti nella digestione intestinale e nell’assorbi- 
mento dei grassi (paragrafo 23.1). 

4. GGP può essere degradato tramite la via dei pen- 
tosi fosfati (paragrafo 21.4) generando il NADPH 
necessario alla biosintesi degli acidi grassi e a molte 
altre funzioni biosintetiche del fegato. 


Il fegato può sintetizzare 
o degradare i triacilgliceroli 


fi1s2] Anche gli acidi grassi vanno soggetti a destini 
metabolici alternativi nel fegato (Fig. 25.1): 


1. Quando la richiesta di carburante metabolico è 
alta, gli acidi grassi vengono degradati ad acetil 
CoA e quindi a corpi chetonici (paragrafo 23.3) 
che sono trasportati dal sangue ai tessuti periferici. 

2. Quando la richiesta di carburante metabolico è 
bassa, gli acidi grassi vengono usati per sintetiz- 
zare triacilgliceroli che sono secreti nel torrente 
circolatorio come VLDL che sono raccolte dal tes- 
suto adiposo. Gli acidi grassi possono essere in- 
corporati anche nei fosfolipidi (paragrafo 23.8). 


Poiché il ritmo dell’ossidazione degli acidi grassi va- 
ria solo con la concentrazione degli acidi grassi (pa- 
ragrafo 23.5), ci si potrebbe aspettare che gli acidi 
grassi prodotti dal fegato siano soggetti a riossidazio- 
ne prima di essere esportati. Un tale ciclo futile è 
impedito dalla compartimentazione dell’ossidazione 
degli acidi grassi nei mitocondri e della sintesi degli 
acidi grassi nel citoplasma. La carnitina palmitoil tran- 
sferasi I, un componente del sistema che trasporta 


gli acidi grassi nei mitocondri (paragrafo 23.2B) è ini- - 


bita dal malonil-CoA, l’intermedio chiave nella bio- 
sintesi degli acidi grassi (paragrafo 23.4A). Quindi, 
quando la richiesta di carburante metabolico è bassa 
e gli acidi grassi vengono perciò sintetizzati, essi non 
possono entrare nei mitocondri per essere convertiti 


. ad acetil-CoA. La richiesta biosintetica di acetil-CoA 


del fegato viene invece soddisfatta attraverso la de- 
gradazione del glucosio. 

Quando la richiesta di carburante metabolico au- 
menta in modo da inibire la biosintesi degli acidi gras- 
si, gli acidi grassi vengono trasportati nei mitocon- 
dri del fegato per essere convertiti a corpi chetonici. 
In condizioni quali una bassa concentrazione emati- 
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ca di glucosio la glucochinasi ha una attività ridotta 
così che si verifica un’esportazione netta di glucosio 
(c'è però sempre un ciclo futile tra le reazioni cata- 
lizzate da glucochinasi e glucosio-6-fosfatasi; paragrafo 
17.3F). Il fegato non può usare i corpi chetonici per 
i propri scopi metabolici perché le cellule del fegato 
sono prive di 3-chetoacil-CoA transferasi (paragrafo 
23.3). Quindi invece di glucosio e corpi chetonici, so- 
no gli acidi grassi la fonte principale di acetil-CoA 
del fegato in condizioni di elevata richiesta metaboli- 
ca. Il fegato genera il proprio ATP da questo acetil- 
CoA attraverso il ciclo dell’acido citrico e la fosforila- 
zione ossidativa. 


Gli amminoacidi sono importanti 
combustibili metabolici 


133] Il fegato degrada gli amminoacidi in numerosi 
intermedi metabolici (paragrafo 24.3). Queste vie ini- 
ziano principalmente con la transamminazione de- 
gli amminoacidi che genera i corrispondenti a-che- 
toacidi (paragrafo 24.1A) con il gruppo amminico che 
viene alla fine convertito, attraverso il ciclo dell’urea 
(paragrafo 24.2) in urea che viene successivamente 
escreta. Gli amminoacidi glucogenici possono essere 
convertiti in questo modo in piruvato o in intermedi 
del ciclo dell’acido citrico come l’ossalacetato e sono 
quindi precursori gluconeogenici (paragrafo 21.1). Gli 
amminoacidi chetogenici, molti dei quali sono anche 
glucogenici, possono essere convertiti in corpi cheto- 
nici. 

La riserva di glicogeno del fegato non è sufficiente 
a soddisfare il fabbisogno di glucosio del corpo per 
più di circa 6 ore dopo un pasto. Dopo quel tempo, 
il glucosio viene fornito attraverso la gluconeogenesi 
dagli amminoacidi derivanti principalmente dalla de- 
gradazione delle proteine muscolari ad alanina e glu- 
tammina (la forma di trasporto dell’ammoniaca; pa- 
ragrafo 24.1B). (Gli animali non possono convertire 
il grasso in glucosio perché sono privi di una via per 
la conversione netta di acetil-CoA ad ossalacetato; pa- 
ragrafo 21.2). Le proteine quindi, oltre ai loro ruoli 
strutturale e funzionale, sono importanti fonti ener- 
getiche. 


Il fegato è la principale unità 
di attività metabolica del corpo 


[1134] Il fegato ha numerose funzioni biochimiche spe- 
cializzate oltre a quelle già menzionate. Tra di esse 
sono importanti la sintesi delle proteine plasmatiche, 
la degradazione delle porfirine (paragrafo 24.44) e 


delle basi degli acidi nucleici (paragrafo 26.5), l’accu- 
mulo di ferro e la detossificazione di sostanze biolo- 
gicamente attive quali farmaci, veleni e ormoni tra- 
mite una varietà di reazioni di ossidazione, riduzio- 
ne, idrolisi, coniugazione e metilazione. 


Alcune disparità nutrizionali 


[1135] Le persone interessate al controllo del proprio 
peso dovrebbero tenere conto che quantità equicalo- 
riche di grassi e di carboidrati non sono equivalenti. 
Questo è dovuto al fatto che solo il 3% dell’energia 
libera disponibile dai grassi alimentari è necessaria 
per la loro conversione in lipidi del tessuto adiposo 
mentre il 23% dell’energia libera disponibile dall’a- 
mido è necessaria per fare lo stesso. Quantità equica- 
loriche di saccarosio e di proteine forniscono duanti- 
tà equivalenti di energia corporea. La frazione, però, 
di energia derivata dalla dieta usata per il controllo 
della temperatura corporea (paragrafo 20.3D) aumen- 


ta in proporzione alla quantità di carboidrati della 
dieta. 


3. L'ADATTAMENTO METABOLICO 


1136] In questo paragrafo prenderemo in considera- 
zione la risposta del corpo a due situazioni metaboli- 
camente anormali: (1) il digiuno e (2) la malattia del 
diabete mellito. 


A. Il digiuno 


[137]Il glucosio è il metabolita di scelta sia del cer- 
vello che del muscolo al lavoro. Il corpo, però, ha 
una riserva di carboidrati inferiore al fabbisogno di 
un giorno (Tabella 25.1). La bassa concentrazione di 
zucchero nel sangue quindi che risulta anche da una 
sola notte di digiuno ha come risultato la mobilizza- 
zione degli acidi grassi dal tessuto adiposo attraverso 
un aumento della secrezione del glucagone e una di- 
minuzione della secrezione di insulina (paragrafo 
23.5). Il diminuito livello di insulina inibisce anche 
l’incorporazione di glucosio da parte del tessuto mu- 
scolare. I muscoli quindi passano dal metabolismo 
del glucosio a quello degli acidi grassi per la produ- 
zione di energia. Il cervello, tuttavia, rimane ancora 
pesantemente dipendente dal glucosio. 

Negli animali il glucosio non può essere sintetizza- 
to a partire dagli acidi grassi. Questo è dovuto al fat- 
to che né piruvato né ossalacetato, i precursori del 
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844 Capitolo 25 


(141) 


sintesi del glicogeno, gluconeogenesi, la via dei pento- 
si fosfati e la sintesi di triacilglicerolo ed acidi grassi, 
che hanno sede nel citoplasma, oltre all’ossidazione 
degli acidi grassi, al ciclo dell’acido citrico e alla fo- 
sforilazione ossidativa che sono confinate nel mito- 
condrio. La degradazione degli amminoacidi avviene, 
in parte, in entrambi i compartimenti. Anche il tra- 
sporto dei metaboliti mediato dalla membrana gioca 
quindi un ruolo metabolico essenziale. 

Gli organi principali coinvolti nel metabolismo ener- 
getico sono il cervello, il muscolo, il tessuto adiposo 
e il fegato. Il cervello utilizza normalmente grandi 
quantità di glucosio. Il muscolo, in condizioni di ele- 
vata domanda di ATP come durante uno sprint, de- 
grada il glucosio e il glicogeno in modo anaerobico, 
producendo quindi lattato che viene trasportato per 
via ematica al fegato per essere riconvertito a gluco- 
sio mediante gluconeogenesi. In condizioni di attività 
moderata, il muscolo genera ATP ossidando comple- 
tamente il glucosio derivato da glicogeno, acidi grassi 
e corpi chetonici a CO, ed H.0 tramite il ciclo dell’a- 
cido citrico e la fosforilazione ossidativa. Il tessuto 
adiposo accumula triacilgliceroli e rilascia acidi gras- 
si nel torrente circolatorio in risposta ai bisogni me- 
tabolici dell’organismo. Questi bisogni metabolici so- 
no comunicati al tessuto adiposo tramite gli ormoni 
insulina, che segnala uno stato di nutrimento in cui 
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è appropriato l’accumulo, e glucagone, adrenalina e 
noradrenalina, che segnalano una necessità di rila- 
scio degli acidi grassi per fornire carburante agli al- 
tri tessuti. Il fegato, la sede centrale di pulizia meta- 
bolica del corpo, mantiene la concentrazione di gluco- 
sio nel sangue accumulando glucosio come glicogeno 
in tempi di abbondanza e liberando glucosio in tempi 
di necessità sia mediante demolizione del glicogeno 
che per gluconeogenesi. Esso converte anche gli acidi 
grassi in corpi chetonici perché siano usati dai tessuti 
periferici. Durante il digiuno esso demolisce gli am- 
minoacidi che derivano dalla degradazione proteica 
in intermedi metabolici che possono essere utilizzati 
per produrre glucosio. 

Durante un digiuno prolungato il cervello si adatta 

lentamente passando dall’uso di glucosio come unica 
fonte di energia all’uso di corpi chetonici, spostando 
quindi il carico metabolico dalla demolizione delle pro- 
teine a quella dei grassi. 
Il diabete mellito è una malattia in cui l’insulina o 
non è secreta o non stimola in modo efficiente i suoi 
tessuti bersaglio. Le cellule «digiunano» in piena ab- 
bondanza poiché non sono in grado di assorbire il 
glucosio ematico e i loro segnali ormonali rimangono 
quelli del digiuno. La produzione straordinariamente 
alta di corpi chetonici è uno degli effetti più pericolosi 
del diabete incontrollato. 
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[usa] 


1. Descrivete gli effetti metabolici dell’insufficienza epa- 
tica. 


2. Qual è la base dell’ipotesi che i muscoli degli atleti 
sono più tamponati di quelli degli individui normali? 


3. Spiegate perché l'eliminazione di urea è molto dimi- 
nuita durante il digiuno. 


4. Spiegate perché il fiato di un diabetico non trattato 
puzza di acetone. 
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CAPITOLO 26. 


1. La struttura chimica di nucleotidi, nucleosidi e basi 


2. La sintesi dei ribonucleotidi purinici 
A. La sintesi della inosina monofosfato 
B. La sintesi dei ribonucleotidi adenina e guanina a partire 
da inosina monofosfato i 
C. La regolazione della biosintesi dei nucleotidi purinici 
D. Il salvataggio delle purine 


3. La sintesi dei ribonucleotidi pirimidinici 
A. La sintesi di UMP 
B. La sintesi di UTP e CTP 


C. La regolazione della biosintesi dei nucleotidi pirimidinici 


4. La formazione di deossiribonucleotidi 
A. La produzione dei residui di deossiribosio 
B. L'origine della timina 


5. La degradazione dei nucleotidi 
A. Il catabolismo delle purine 
8. Il destino dell'acido urico 
C. ll catabolismo delle pirimidine 


6. La biosintesi dei coenzimi nucleotidici 
A. | coenzimi nicotinamidici 
B. | coenzimi flavinici 
C. Il coenzima A 


II metabolismo 
dei nucleotidi 


1142|I nucleotidi sono sostanze biologicamente ubi- 


quitarie che partecipano a quasi tutti i processi bio- 
chimici: 


1. Essi costituiscono le unità monomeriche degli aci- 
di nucleici. Gli acidi nucleici infatti sono sintetiz- 
zati direttamente a partire da nucleosidi trifosfa- 
ti, la forma attivata dei nucleotidi (paragrafo 
31.1A). 

2. I nucleosidi trifosfati, principalmente ATP, sono 
i prodotti terminali «ricchi di energia» della mag- 
gior parte delle vie di produzione di quell’ener- 
gia la cui utilizzazione sostiene la maggior parte 
dei processi che richiedono energia. Numerosi in- 
termedi attivati, come l’UDP-glucosio nella sinte- 
si del glicogeno (paragrafo 17.24), contengono 
componenti nucleotidici. 

3. La maggior parte delle vie metaboliche sono re- 
golate, almeno in parte, dai livelli di nucleotidi 
come ATP, ADP e AMP. Analogamente molti se- 
gnali ormonali, come quelli che controllano il me- 
tabolismo del glicogeno (paragrafo 17.3), sono me- 
diati all’interno della cellula da cAMP o dal suo 
analogo di guanina cGMP. 

4. Inucleotidi adeninici sono componenti dei coenzi- 
mi NAD*, NADP*, FMN, FAD e del coenzima A. 


L’importanza dei nucleotidi nel metabolismo cellula- 
re è indicata dall’osservazione che quasi tutte le cel- 
lule possono sintetizzarli sia de novo che dai prodotti 
di degradazione degli acidi nucleici. In questo capi 
tolo prenderemo in considerazione la natura di que- 
ste vie biosintetiche. Nel far ciò prenderemo in esa- 
me la loro regolazione e le conseguenze del loro bloc- 
co, sia dovuto a difetti genetici sia dovuto a sommi- 
nistrazione di agenti chemioterapici. Discuteremo 
quindi la degradazione dei nucleotidi. Infine descri- 
veremo la biosintesi dei coenzimi mucleotidici. Ini- 
ziamo con una presentazione della nomenclatura chi 
mica dei nucleotidi e dei loro componenti. 
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il nucleotide della base ipoxantina. Successivamen- 
te, sono sintetizzati AMP e GMP a partire da questo 
intermedio, ma lungo vie separate (si veda il para- 
grafo 26.25). Quindi, contrariamente a quanto inge- 
nuamente ci si aspetterebbe, le purine si formano 
inizialmente come ribonucleotidi anziché come basi 
libere. Ulteriori studi hanno dimostrato che organi- 
smi così divergenti come E. coli, lievito, piccioni e 


uomini seguono vie virtualmente identiche per la bio- 


sintesi dei nucleotidi purinici, dimostrando quindi 
ulteriormente l’unità biochimica della vita. 


A. La sintesi della inosina monofosfato 


[145] IMP viene sintetizzato tramite una via metabo- 
lica costituita da 11 reazioni (Fig. 26.3): 


1. L’attivazione del ribosio-5-fosfato 


[146] 1 materiale di inizio per la biosintesi delle pu- 
rine è un a-D-ribosio-5-fosfato, un prodotto della via 
dei pentosi fosfati (paragrafo 21.4). Nel primo pas- 
saggio della biosintesi delle purine, la ribosio fosfato 
pirofosfo chinasi attiva questo composto facendolo 
reagire con ATP e formando così il 5-fosforibosil- 
a-pirofosfato (PRPP). 

Questa reazione, che avviene tramite l’attacco nucleo- 
filico del gruppo C(1)-OH del ribosio sul Pg dell'ATP, 
è insolita per il fatto che un gruppo pirofosforilico 
viene direttamente trasferito dall’ATP al C(1) del 
ribosio-5-fosfato e che il prodotto ha la configurazio- 
ne a a livello del C(1). 

PRPP è anche un precursore nella biosintesi delle pi- 
rimidine (paragrafo 26.3A) e degli amminoacidi isti- 
dina e triptofano (paragrafo 24.58). Quindi, come ci 
si aspetta per un enzima situato ad un crocevia bio- 
sintetico così importante, l’attività della ribosio fo- 
sfato pirofosfochinasi varia col variare della concen- 
trazione di numerosi metaboliti compresi PP; e 
2,3-bisfosfoglicerato, che sono attivatori, e ADP e GDP, 
che sono invece inibitori non competitivi (paragrafo 
13.3C). 

La regolazione della biosintesi dei nucleotidi purinici 
viene ulteriormente discussa nel paragrafo 26.2C. 


2. L’acquisizione dell’atomo N(9) delle purine 


[1147] Nella prima reazione unica della biosintesi 
delle purine, l’amidofosforibosil transferasi ca- 
talizza lo spostamento del gruppo pirofosforico del 


[1145] [1146] [1147] 1148) [1149] [1150] 


Figura 26.3 La via metabolica della biosintesi de novo di IMP. Il resi- 
duo di purina è costruito su un anello di ribosio in 11 reazioni cata- 
lizzate enzimaticamente. 


PRPP da parte dell’azoto del gruppo amidico della 
glutammina. 

La reazione procede con una inversione della onfigu- 
razione a livello del C(1) del ribosio, con la formazio- 
ne quindi di 8-5-fosforibosilammina e la determi- 
nazione della forma anomerica del futuro nucleoti- 
de. Questa reazione, che viene portata a compimen- 
to grazie alla successiva idrolisi del PP; liberato, è 
la tappa «di comando» dell’intera via. Non è sorpren- 
dente, quindi, che la amidofosforibosil transferasi sia 
soggetta ad inibizione a feedback da parte dei nu- 
cleotidi purinici (paragrafo 26.20). 


3. L’acquisizione degli atomi C(4), C(5) ed N(7) 
delle purine 


[1148] 1 gruppo carbossilico della glicina forma una 
amide con il gruppo amminico della fosforibosilam- 
mina generando glicinamide ribonucleotide 
(GAR) in una reazione facilitata da un passaggio in- 
termedio di fosforilazione del gruppo carbossilico del- 
la glicina.; 

La reazione, che è reversibile nonostante la concomi- 
tante idrolisi di ATP ad ADP+P; che la accompagna, 
è l’unico passaggio della via della biosintesi delle pu- 
rine in cui viene acquisito più di un atomo dell’anel- 
lo purinico. 


4. L’acquisizione dell’atomo C(8) delle purine 


[49] 1 gruppo a-amminico libero di GAR viene for- 
milato generando formilglicinamide ribonucleo- 
tide (FGAR). In questa reazione il donatore di for- 
mile è N°°-formiltetraidrofolato. Questo cofattore tra- 
sferisce unità C; da donatori quali serina, glicina e 
formato a vari accettori in numerose reazioni biosin- 
tetiche (paragrafo 24.4D). 


5. L’acquisizione dell’atomo N(3) delle purine 


E150) Il gruppo amminico dell’amide di una seconda 
glutammina viene trasferito all’anello della purina 
in formazione generando formilglicinamidina ri- 
bonucleotide (FGAM). Si ritiene che questa reazio- 
ne, che è sostenuta dall’idrolisi di ATP ad ADP+P; 
proceda col meccanismo schematizzato nella Fig. 20.4. 
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Ribosio-5-fosfato 
5-amminoimidazolo ribonucleotide (AIR) 


Ra AIR carbossilasi 


Ribosio-5-fosfato 
Carbossiamminoimidazolo ribonucleotide (CAIR) 
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8 SACAIR sintetasi 


ADP + P; 
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5-amminoimidazolo-4-carbossamide ribonucleotide (AICAR) 
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Figura 26.5 IMP viene convertito ad AMP o CMP in vie metaboliche 
separate a due reazioni. 


C. La regolazione della biosintesi 
dei nucleotidi purinici 


[1159] Le vie metaboliche coinvolte nel metabolismo 
degli acidi nucleici sono rigidamente regolate come 
è messo in evidenza, per esempio, dall’aumentato rit- 
mo della sintesi di nucleotidi durante la proliferazio- 
ne cellulare. Le vie di sintesi di IMP, ATP e GTP, 
infatti, sono regolate individualmente nella maggior 
parte delle cellule in modo non solo che sia controlla- 
ta la quantità totale dei nucleotidi purinici prodotti 
ma che siano anche coordinate le quantità relative 
di ATP e GTP. Questa rete di controllo è schematiz- 
zata nella Fig. 26.6. 

La via dell’IMP è regolata in corrispondenza delle 
prime due reazioni: quelle che catalizzano la sintesi 
di PRPP e di 5-fosforibosilammina. Abbiamo già vi- 
sto che la ribosio fosfato pirofosfochinasi, l'enzima 


Adenilsuccinato 


Ribosio-5-fosfato 


IMP 


IMP deidrogenasi 


o) 
XL 
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L Ribosio-5-fosfato 
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Xantosina monofosfato (XMP) 


‘Glutammina + ATP + H,0 
GMP sintasi 
Glutammato + AMP + PP; 


HoN hi i > 


Ribosio-5-fosfato 
GMP 


che catalizza la reazione 1 della via dell’IMP, è inibi- 
ta sia da ADP che da GDP (paragrafo 26.2A). L’ami 
dofosforibosil transferasi, l’enzima che catalizza il pri- 
mo passaggio finalizzato della via dell’IMP (reazione 
2), va analogamente soggetto a inibizione da feed- 
back. In questo caso, però, l'enzima lega ATP, ADP 
ed AMP in corrispondenza di un sito inibitorio e GTP, 
GDP e GMP in corrispondenza di un altro. Il ritmo 
di produzione di IMP è, di conseguenza, controllato 
indipendentemente ma sinergisticamente dai livelli dei 
nucleotidi adeninici e guaninici. Inoltre, la amidofo- 
sforibosil transferasi è stimolata allostericamente da 
PRPP (attivazione a «feed forward»). 

Un secondo livello di regolazione si situa immedia- 
tamente sotto il punto di diramazione che porta da 
IMP ad AMP e GMP. AMP e GMP sono ciascuno un 
inibitore competitivo di IMP nella via della propria 
sintesi, così che viene impedito un eccessivo accu- 
mulo di questi prodotti. In aggiunta, le velocità di 
sintesi dei nucleotidi adeninici e guaninici sono coor- 
dinate. Ricordate che il GTP fornisce energia per la 
sintesi di AMP a partire da IMP, mentre ATP sostie- 
ne allo stesso modo la sintesi di GMP da IMP (para- 
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Figura 26.6 La rete di controllo della via biosintetica delle purine. 
Gli ottagoni rossi e quello verde indicano i punti di controllo. L’inibi- 
zione a feedback è indicata da frecce rosse tratteggiate e l'attivazione 
a feed forward è rappresentata da freccia verde tratteggiata. 


grafo 26.2B). Questa reciprocità serve a bilanciare la 
‘produzione di AMP e GMP (che sono necessari in 
quantità approssimativamente uguali nella biosinte- 
si degli acidi nucleici): la velocità della sintesi di GMP 
aumenta con [ATP], mentre quella di AMP cresce con 
[GTP]. 


D. Il salvataggio delle purine 


160] La maggior parte delle cellule hanno un attivo 
ricambio di molti dei loro acidi nucleici (in particola- 
re di alcuni tipi di RNA) che, attraverso i processi 
di degradazione descritti nel paragrafo 26.5A, ha co- 
me risultato il rilascio di adenina, guanina e ipoxan- 
tina. 

Queste purine libere sono riconvertite nei loro nu- 
cleotidi corrispondenti attraverso le vie di salvatag- 
gio. Contrariamente alla via della sintesi de novo del. 
le purine, che è virtualmente identica in tutte le cel- 
lule, le vie di salvataggio hanno caratteristiche e di- 
stribuzione diverse. Nei mammiferi le purine sono 
per la maggior parte recuperate ad opera di due di- 


versi enzimi. La adenina fosforibosiltransferasi 
(APRT) media la formazione di AMP mediante il 
trasferimento di adenina a PRPP con conseguente 
liberazione di P;: 


adenina + PRPP ==" AMP +PP; 


La ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasi 
CHGPRT) catalizza la reazione analoga per guanina 
e ipoxantina: 


ipoxantina + PRPP =" IMP + PP; 
guanina + PRPP == GMP + PP; 


La sindrome di Lesch-Nyhan deriva 
da un deficit di HGPRT 


G161]1 sintomi della sindrome di Lesch-Nyhan, che 
è determinata da un grave deficit di HGPRT, indica- 
no che le reazioni di salvataggio delle purine hanno 
funzioni diverse dalla conservazione dell'energia ne- 
cessaria per la biosintesi de novo delle purine. Que- 
sto difetto congenito legato al sesso (colpisce quasi 
esclusivamente maschi) determina una produzione 
eccessiva di acido urico (l’acido urico è un prodotto 
della degradazione delle purine; paragrafo 26.5A) ed 
anormalità neurologiche come spasticità, ritardo men- 
tale e comportamento altamente aggressivo e distrut- 
tivo compresa una strana e grave propensione all’au- 
tomutilazione. 

Molti bambini, per esempio, affetti dalla sindrome 
di Lesch-Nyhan hanno un tale irresistibile bisogno 
di mordersi labbra e dita che devono essere legati. 
Se queste costrizioni sono rimosse, i pazienti in gra- 
do di comunicare vi pregheranno di rilegarli altri- 
menti riprenderanno ad autoferirsi. 

L’eccessiva produzione di acido urico in pazienti 
con la sindrome di Lesch-Nyhan è facilmente spiega- 
bile. La mancanza di attività HGPRT porta ad un ac- 
cumulo del PRPP che sarebbe altrimenti usato nel 
salvataggio di ipoxantina e guanina. PRPP in eccesso 
attiva la amidofosforibosil transferasi (che catalizza 
la reazione 2 della via della biosintesi di IMP) aumen- 
tando quindi enormemente la velocità della sintesi 
dei nucleotidi purinici e conseguentemente quella del 
loro prodotto di degradazione, l’acido urico. La base 
fisiologica, però, delle anormalità neurologiche asso- 
ciate rimane oscura. Che un deficit di un singolo en- 
zima possa determinare tali profonde ma ben defini- 
te modificazioni del comportamento ha cionondime- 
no importanti implicazioni psichiatriche. 


‘110}eJ03 Ip ouSosiq ey uou 2UI ONE] 
1 19d eNosur auoIzesi eun a ejsant) “dmn eIsues 
2UI ISETISSOQIedIP ANO EITPP 21Ied ep ANO IP 2u 
-OTZETISSOQIEDIP E] 2 EIA EIAp a[eutz QUOIZESI ET [6911] 


AINN eI13USS 245 suorze;issoqiesap el ‘9 


‘muap 
-U0dst1.109 IPr]josfonu I9U SUOISIBAUOI JO] | 2JUEIP 
“au ‘EUISONO a afioeam auI0o ‘aTorUTpPILUtITÀ ISEQUALITE 
ODUEAJES aYOUE BUOIZUNI ISEISJSULI) JISOQUIOJSO] 0) 
-2)010 ®T ‘ff aUOIZEIMSIFUOI Eau IDIUIPIUILITÀ 1p11oa]9 
“NU I9P ROLISTUOUE EUIIO] E] ESSIY SUOIZEAI EISANTI 
‘qqeu 
“IUUI] AULA SUI "dd [BP ISI[OIPITEp eIMUAISOS 2 aYI 
9 ISBIAJSUEII [ISOQIIOJSO] 0323010 E][EP EIEZZI[EIRO 


(IMIN) 07EzJsOJoUOMI BUIPLIA 
HO HO 


ISETISSOQIEDap dINO ‘09 
9 
(IINO) 0163SOJOUOLI EUIPIIOIO 
HO HO 


ISB.ISISULII 


! 
TISOQLIOISO] {@ dd 
RARO ddid 
0383010 


n. 


QUOIZEAI BUN UI (AINO) 0}g;SO}OUOwI-, G-BUIprzo1o 
opueisusS ddid UO09 39SISES1 0}230310,T [8911] 


OISOGLI [PP 0}EJSO} Ip Ee[od53]ow1 El[op 
auorzismboe.1 +e 


‘S190quIoY Ip 
FUOIZEAIASSO,] OPUEIIJIISNIF a 0}E10.31O 3IEZZI]OQE}2UI 
tp LIaneq nsanb e rpumb opuapauniad ‘0)2)0.1001p 
“MP +—— 0}E]joJo 2010 auoIzazip ejppu ‘onnepersap 
Opou1 ul ajuawIjelUIOU OUEUOIZUNI IWIZUI 11SanT) 


‘01SOQu Ip ojjaue,jje auoiun ens ejjap ewiid ozewIO) EIS auipiunid 
a|[ap Ojjaue,| ‘(€97 ‘814) suund a|jap ISQ}UISOIQ Ejjap Ose> je aJua LU 
“BLIBN]UOD ‘ALUOI SIPJON ‘S]UALUPINEWIZUI NEZZI[VIPD IUOIZEAI 19S IP 
2ISISUOI JIN IP ONOU ap 1S2]UIS | 19d B9IOQRIALU PIA BT 997 Candi4 


ONOPLI 
IsBU9B0Ipiap Ain 
0IEI0IOCIPITK suoUIUI 
03BIOIOCIPIK 
H o 
N 
HOT Ng7 
I 

Sr 

og 


I 
O 
IsE101001pI( VE o°H 


orenedse TuEqIgIi 
HI 


-009 7 
a PASS VA 


(o) 


(ISEOLV) "A 
ISEHUIEQIBOSULII | & i 
omeuedsy AU LIROSY 


078JSO] IUIEQIBI 


d + 


I ISE397UIS OJEUIUIEIMIN + d0V3 


0gEJso] puregie9 | I 


OH + euunutini) + £00H + dLvz 


S-8£901-90-98 È 


Geg 1p1309]nU 139 0USHOGUISU ]] 


(6917 891% 


(aura uoÙ ai 3 AVI ‘INNI 0UOSUA? 
2109 2U9 + (VN è 27252] autaosdone[; cUos aYPLIS) 
“eq iseuaS01piap 0}eJO100IPuP AMO) ‘9}UEpIsso 212) 
“od ons {I OUOOSTUIOJII TUOUIYI I SAOP LIPUODONUI I9P 
PUI9]UI EUEIQUISUI E] U0I o]EIDosse 2 ‘aula UOU 3l 
3 NINI 9UanuoI aYI ‘oomoLieona ewIZUA,T ‘iseu9S 
-o1piop 0}e}0100xpup ETjop a}1ed ep 0]e3030 pe 3} 
-U2WIfIQISIAAIIII O}EPISSO FUALA 0}EIOIOO.IPNP II [29] 


0}e]}01001pup [ap 2UoIzepIsso 1 ‘F 


‘ISE) 
-0I00.IpIp E[[ep elezzijeleo aIejoDa][OUIEI]UI QUOIZES 
-uapuoo eun UD 0}eJOI00.IPHP eIauas comtuTprumitd 0] 
-aue,] EULIO] AYI FUOIZEII ET ‘0}E1O.1O0.IPY{P B OUOOD 
“npLI 0] ewIIC OIUOQUEI Tp 3}U0; SUOI CITOIO OPpE 
t109 SJSAIA E NeSITqgo TLISTUESIOOIITUI 1 AYI FUOIZEA 
-J9sso ens eljop ezuanSasuoo UI S1aquioy MUNIV Ep 
EJepion{ap Ejels 9 EIA EI[9P QUOIZEII EZIO) ©T [99tt] 


0}e]0100Iprap edu 3YI 
o]j?ue.jjap BInsniyo PI ‘£ 


‘ZI 05235 
-eed jau assnosip OuoS 1709 ‘A IP ISEDLV EITPP FUOIZ 
-“e]oSai e] 3 EIMIPINIajSs eT ‘O)EAINEe aJUIwEDaSULIZUI 2 
03EJSO] [rurequeo [1 3YNOd ALV IP oufosiq ezuas apo3 
-o1d ‘era eT[op «opuewioo tp» edde) E ‘SuorzeaI eIsant) 
‘GseDLv) Isemuequessuer; o}eIedse erep eiez 
“zipe;eo 2 o;e1redse prurequeo eI9UI5 aUI ozertedse 
U0I 0]gjso} [IWEqueo [ap auorzesuspuoo eT [str] 


o}eLredse pIwuequreo Ip is9puIs el ‘7 


‘eutumuen[S E] 
ezzijyn pa euturS1e, [op 3UI SUTpruird a][ap 1S91UIS 
-0IQ ET[aU BIS aA19S IYI ISE)9}UIS 0]}EJSO] [TUTEQUEo eun 
ouuEY noLIedoId 1 0]OS ‘OJOZe IP 27}UO; SUO ESEIU 
-OUIUTE EZzIifun 2UI ‘I ISEJA]UIS OJEJSOJ [IE QuIeI 
EI ‘auapuadipul aferIpuosoziuI EWIIZUI UN Ep ojez 
“zHa]uis 3 0ssad0Id 0}sanb ul ojesn aualA 3UI 01EJSOJ 
[urequeo [I ‘eaIm.[[9P OJPIO TI OSIBABINE EIEZZI)A]UIS 
suera eumurSse ] opuenti ‘(v2:77 ope1Sered) eutmS ue 
Ip 3UOIZEUILIO] ET[E aUOIZe[aI Ul 0}EJSOJ [IWUEGIEO ID 
IS9}UIS E] OSSNOSIP 2]uawIa]UApasaId cWIEIQOY ‘3UOIZ 
-eaJ e] Jod erSIoua,] S9STUIOJ B.IIJE.] 3 OJEJSOI oddna3 
Un 29stuI0; EUN : 1 LV IP 3]09S]OI anp eUmMSUOI 3 EU 
-Horq ezziun uou YI ONES TI Jad eNposui 2 FUOIZEII 
EISANT) ‘II ISE}9}UIS OJEJSOJ [Mure queo 02I]oso}19 ELI 
“tZua [ap eIodo pe eutummem[3 ET[ap ooIprure 0}0Ze.] 
“Tep a £ONH ®p O1Ezso} [rurequeo Ip IS9}UIS E] 2 FUIP 


£-2£501-80-82 © 


FIESTA ET EDO 


_—____——_r_T_—_—_———m<:c/)JWMIÈERIMIDISIDEEMEIINNEN NING 


“rund apap 1S9]uISOIq eljap auorzeai ewaid eT [FITT) 


0}gJSo} [IwEequeo Ip ISsaIUIS ET ‘L 


i ‘0}eZZ1}9]U1s 
0]e]s a1assa Odop 0}EJSOj-G-0ISOQLI IP E]ODa]OwI EITE 0} 
“erddosse a sutprunnd afap o]paue] ‘torurnd 1pno2]9 
“Nu 19p OsEO e a]uamtmerIeI]uoo ‘ao a]e1ON ‘(8°92 ‘S13) 
INA IP 1S9]UISOIA E] Jod ruoIzeaI 19s è ela 2]uanBas 
ET[®p aUOIZIUT]Ap elje 0)e1I0d ey suoIZeAIasso eISANÙ) 


(0DITISSOQIEI-9-aTIOBIN OPIOE) 0913010 OPIOW 


HOOD N (0) 


‘autpriuard 1p 
3UI 3I9AUI (02N]ISSORIE9-9-2]IOEIm OPpIioe) 0011010 Op 
“toe Tp Hruionii cuosuaA opuenbd a]ua WU TeULIOU OUOIS 
-319 ‘BIM][09 IP 0UIIII] 0.10] [PU ATIoeIm TP 3YI BUISONO 
tp ers tpumb 0ue}ssa9au a aUIprutitd a] 3IEZZYA]UIS 
Ip opess ur cuos uou 3YI ‘nssnio vIOdsoInan aued 
[PP ELNUI ET[ap MUEINWI Jap 2YI QUOIZEAIISSO,] P}EIS 
2 TOIUIPIUILITÀ IprjoajonuogLi 19p O10u ap IS9}UISOIA 
et[ap era erfap oIpnis ojpau osmdun a10185eu 1 [E9tT] 


dWN IP ISQUIS E] *V 


‘auipiu 
“uid a|jap O][aue,jjap ILUOIE 1[Bap 3YIN2ZUISOIG UO 37 2097 PAnDis 


N 
9130 +09 


| 


vimutdsy + DÎ E EUTLIEmIB 
Se *etiap oxprue oddnio 


‘isssooud nsanb rp 
SUOIZE[oSaI1 E] 3 IDIUTPILULITÀ IPHOsonUOGLI 19P IS) 
-UISOIQ ET[PP ala a] OUISISINOSTP oxesSesed o]sanb ul 
‘49% ‘S13) euturuIem]E ETpep omuI0I è (£)N pa ‘ FODH 
ep eaLIsp (2)0 foonzedse opiog. ep HIn} OUEALI 
“ap autprumatd agpep opeue.ITep (9)9 2 (99 ‘(MO ‘MN 
IUI0]E 175 aYo o]ellsowIIp OUUEY Idojosi LOI EIMIEI 
“Je Ip nuswnsadsg ‘surnd a7[ap eriond ip sorduias 
nid ossavosd un 3 autpruutitd a1[9p ISAZUISOIG EI [911] 


IDINIGIWIZIA IGILOTTONNOAINI 130 
ISILNIS VI € 


97 oudvo' ES8 


gr ee e 


856 Capitolo 26 


Nei batteri, i sei enzimi della biosintesi di UMP so- 
no proteine indipendenti. Negli animali, tuttavia, co- 
me ha dimostrato Mary Ellen Jones, le prime tre atti- 
vità enzimatiche della via, carbamil fosfato sintetasi 
II, ATCasi e diidroorotasi, sono tutte a carico di una 
singola catena polipeptidica di 210 KD. 

Analogamente, le reazioni 5 e 6 della via delle piri- 
midine negli animali sono catalizzate da un singolo 
polipeptide (anche se questa osservazione è discussa) 
come lo sono le reazioni 3, 4 e 6, le reazioni 7_e 8, 
e le reazioni 10 e 11 della biosintesi delle purine ne- 
gli animali (paragrafo 26.2A). I prodotti intermedi di 
questi enzimi multifunzionali non sono facilmente li- 
berati nel mezzo ma sono invece incanalati verso le 
successive attività enzimatiche della via. L’incanala- 
mento aumenta la velocità complessiva di un proces- 
so multifasico e protegge i prodotti intermedi dalla 
degradazione da parte di altri enzimi cellulari. Ab- 
biamo visto in precedenza che anche tutte e sette 
le attività enzimatiche che catalizzano la sintesi de- 
gli acidi grassi negli animali avvengono su di una 
singola molecola proteica (paragrafo 23.4C), e che l’in- 
termedio indolico nella reazione della triptofano sin- 
tetasi passa tra i due siti attivi dell’enzima bifunzio- 
nale attraverso un tunnel proteico (paragrafo 24.58). 
Sta diventando sempre più chiaro che l’associazione 


di enzimi funzionalmente correlati è un fenomeno 
diffuso. 


B. La sintesi di UTP e CTP 


[1170] La sintesi di UTP da UMP è analoga alla sintesi 
dei nucleotidi purinici trifosfati (paragrafo 26.2B). Il 
processo procede tramite le azioni in sequenza di una 
nucleoside monofosfato chinasi e di una nucleoside 
difosfato chinasi: 


UMP + ATP =®= UDP + ADP 
UDP+ATP =" UTP+ADP 


CTP si forma per amminazione di UTP da parte del- 
la CTP sintasi (Fig. 26.9). Negli animali il gruppo 
amminico è donato dalla glutammina mentre nei bat- 
teri è fornito direttamente dall’ammoniaca. 


C. La regolazione della biosintesi 
dei nucleotidi pirimidinici 


Gi171] Nei batteri la via della biosintesi delle pirimidi- 
ne è regolata in primo luogo alla reazione 2, la rea- 
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zione della ATCasi (Fig. 26.10a). In E. coli il controllo 


x 


è svolto tramite la stimolazione allosterica della 
ATCasi da parte di ATP e la sua inibizione da parte 
di CTP (paragrafo 12.4). In molti batteri, però, UTP 
è il principale inibitore della ATCasi. 

Negli animali ’ATCasi non è un enzima regolato- 
rio. La biosintesi delle pirimidine, piuttosto, è con- 
trollata dalla attività della carbamil fosfato sintetasi 
II, che è inibita da UDP ed UTP ed attivata da ATP 
e PRPP (Fig. 26.10b). Un secondo livello di controllo 
nella via dei mammiferi si registra sulla OMP decar- 
bossilasi per cui UMP e, in misura minore, CMP sono 
inibitori competitivi. 

In tutti gli organismi la velocità di produzione di 
OMP varia con la disponibilità del suo precursore, 
PRPP. Il livello di PRPP, si ricorderà, dipende dall’at- 
tività della ribosio fosfato pirofosfochinasi, che è ini- 
bita da ADP e GDP (paragrafo 26.2A). 


La orotico aciduria deriva da una deficienza 
enzimatica ereditaria 


1172] La orotico aciduria, una forma morbosa uma- 


Figura 26.10 La rete di controllo della biosintesi delle pirimidine (a) 
in £. coli, e (b) negli animali. Gli ottagoni rossi ed i punti verdi indica- 
no i punti di controllo. L'inibizione a feedback è rappresentata con 


frecce rosse tratteggiate e l'attivazione è indicata da frecce verdi trat-' 


teggiate. 


na ereditaria, è caratterizzata dall’escrezione di gran- 
di quantità di acido orotico nell’urina, da ritardo di 
crescita e da grave anemia. Essa deriva da una defi- 
cienza nell’enzima bifunzionale che catalizza le rea- 
zioni 5 e 6 della biosintesi dei nucleotidi pirimidini- 
ci. L'analisi della biochimica di questa situazione ha 
condotto al suo efficace trattamento: la somministra- 
zione di uridina e/o citidina. L’UMP formato attra- 
verso la fosforilazione di questi nucleosidi, oltre a 
sostituire quelli sintetizzati normalmente, inibisce la 
carbamil fosfato sintetasi II attenuando così la sintesi 
di acido orotico. 


ANDP 


Questa via è stata definita grazie a Irwin Rose che 
studiò come i ratti metabolizzassero citidina radio- 
marcata con !*C sia. nella base che nel ribosio. Il 
dCMP recuperato dal DNA dei ratti mostrava lo stes- 
so rapporto di marcatura nei suoi residui di citosina 
e di deossiribosio che aveva la citidina originaria in- 
dicando che i componenti del DNA rimanevano uni- 
ti durante la sintesi del DNA. Se i residui di citosina 
e di ribosio fossero stati separati, la diluizione dei 
residui marcati di citosina e di ribosio con residui 
non marcati, che sono presenti nei tessuti del ratto 
in quantità differenti, avrebbe alterato questo rap- 
porto. 

Gli enzimi che catalizzano la formazione dei deos- 
siribonucleotidi per riduzione dei ribonucleotidi cor- 
rispondenti vengono chiamati ribonucleotide re- 
duttasi. Si conoscono tre tipi di ribonucleotide re- 
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Tjoredossina e glutaredossina sono agenti 
riducenti fisiologici della ribonucleotide reduttasi 


(1177) Il passaggio finale nel ciclo catalitico della ribo- 
nucleotide reduttasi è la riduzione del legame disolfu- 
ro appena formatosi dell’enzima per ripristinare la 
coppia sulfidrilica attiva in senso riducente. I ditioli 
come il ditiotreitolo (paragrafo 6.1B) possono essere 
usati in vitro come agenti riducenti per questo pro- 
cesso grazie a una reazione di scambio disolfuro. Uno 
degli agenti riducenti fisiologici dell'enzima, però, 
è la tioredossina, una proteina monomerica ubiqui- 
taria di 12 KD che ha una coppia di residui Cys mol- 
to vicini (abbiamo già incontrato la tioredossina nel 
nostro studio dell’attivazione indotta dalla luce del 
ciclo di Calvin; paragrafo 22.3B). La tioredossina ri- 
duce la ribonucleotide reduttasi ossidata tramite uno 
scambio disolfuro. 


Vai SH Sk 
Tioredossina + | Ribonucleotide 
(ridotta) “ SH ST reduttasi 
| (ossidata) 
28 HSx 
Tioredossina | + Ribonucleotide 
(ossidata) “S HST reduttasi 
(ridotta) 


La struttura ai raggi X della tioredossina (Fig. 26.13) 
rivela che il suo gruppo disolfuro attivo in senso rl- 
ducente si trova su di una sporgenza della molecola 
che rende questa proteina l’unico esempio noto di 
enzima «maschio». 

La tioredossina ossidata viene, a sua volta, ridotta da 
NADPH con una reazione mediata dalla flavoprotei- 
na tioredossina reduttasi. NADPH quindi funzio- 
na come un agente riducente terminale nella ridu- 
zione mediata dalla ribonucleotide reduttasi di NDP 
a ANDP (Fig. 26.14). 

L'esistenza di un mutante vitale di E. coli privo di 
tioredossina indica che questa proteina non è l’unica 
sostanza in grado di ridurre in vivo la ribonucleotide 
reduttasi ossidata. Questa osservazione ha portato al- 
la scoperta della glutaredossina, una proteina mo- 
nomerica di 11 kD contenente un gruppo disolfuro 


NADPH FAD 


NADP* FADH, 


Tioredossina reduttasi Tioredossina 


* fosfati deve ancora essere stabilita. 


ne Se & io SII xNDP 
ui Sit SH L qa 
pr atte Roo : NDP 


Ribonucleotide 


G177 [178] 
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Ponte S-S 


Figura 26.13 La struttura ai raggi X della tioredossina di E. coli nel 
suo stato ossidato (disolfuro). Le due sfere gialle nella sporgenza sulla 
sinistra rappresentano i gruppi disolfuro attivi nella reazione redox 
della proteina. (Fonte: un disegno di B. Furugren in HOLMGREN, A., 
Séoersero, B.-O., ExLunD, H. e BRANDÉN, C.l., Proc. Natl. Acad. Sci., 
72, p. 2307, 1975.) 


che pure è in grado di ridurre la ribonucleotide re- 
duttasi (i mutanti privi sia di tioredossina che di glu- 
taredossina non sono vitali). La glutaredossina ossi- 
data viene ridotta, tramite uno scambio disolfuro, dal 
tripeptide contenente Cys glutatione che, a sua vol. 
ta, viene ridotto da NADPH con una reazione cataliz- 
zata dalla flavoproteina glutatione reduttasi (il gluta- 
tione e la glutatione reduttasi sono descritti nel para- 
grafo 14.4). L'importanza relativa di tioredossina € 
glutaredossina nella riduzione dei ribonucleosidi di- 


La generazione del radicale 
della ribonucleotide reduttasi 
coinvolge superossido dismutasi e catalasi 


Gaza] Uno degli aspetti più notevoli della ribonucleo- 


Figura 26.14 Una via di trasferimento di 
elettroni per la riduzione dei nucleosidi 
difosfato (NDP). Il NADPH provvede gli 


reduttasi duttasi. 


equivalenti riducenti per questo processo 
attraverso la mediazione di tioredossina 
reduttasi, tioredossina e ribonucleotide re- 
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tide reduttasi di E. coli è la sua capacità di mantenere 
indefinitamente il suo stato di radicale normalmente 
altamente reattivo. La neutralizzazione del radicale, 
infatti, mediante trattamento con idrossiurea per 
esempio, inattiva l'enzima. Come viene generato al- 
lora il radicale in origine? In vitro il radicale può es- 
sere ripristinato semplicemente trattando l’enzima 
inattivo con Fe(II) e con acido ascorbico in presenza 
di O2. In vivo, però, la generazione del radicale ri- 
chiede la presenza di quattro proteine e di O: 


1. Una NAD(P)F: flavina ossidoreduttasi, che parte- 
cipa alla generazione del radicale tirosile e libera 
ione superossido, 07 (che pure è un prodotto 
minore del metabolismo ossidativo). 

2. La superossido dismutasi (SOD), che elimina 
l’altamente reattivo e quindi distruttivo radicale 
superossido: 


207 +2H* —» H202+ 02 


3. La catalasi, che completa il processo di detossifi- 
cazione del radicale ossigeno dismutando l’H202 
in H:0 e O; (paragrafo 1.2A). 

4. Una proteina la cui funzione è sconosciuta ma che 
può essere sostituita, in vitro, da Fe(Il). 


La ribonucleotide reduttasi è regolata 
da una complessa rete di feedback 


[179] La sintesi dei quattro ANTP nelle quantità ne- 
cessarie per la sintesi del DNA viene ottenuta me- 
diante controllo a feedback. Il mantenimento di cor- 
retti rapporti intracellulari tra i ANTP è essenziale 
per una crescita normale. Un’alterazione, infatti, di 
questo equilibrio è mutagenica poiché la probabilità 
che un dato ANTP venga erroneamente incorporato 
in un filamento di DNA in allungamento aumenta 
con l’aumentare della concentrazione relativa di quel 
dNTP rispetto agli altri. 

L’attività della ribonucleotide reduttasi sia di E. co- 
li che di mammifero risponde in modo notevole ai 
livelli dei vari nucleotidi presenti. La subunità B1 della 
ribonucleotide reduttasi di E. coli ha due siti alloste- 
ricamente indipendenti che controllano sia l’attività 
catalitica dell’enzima che la sua specificità per il sub- 
strato (Fig. 26.11): 


1. Il legame di ATP al sito allosterico che controlla 
l’attività complessiva dell'enzima (il sito dell’atti- 
vità) attiva l'enzima nei confronti di substrati de- 
terminati dal legame dell’effettore al sito alloste- 
rico che controlla la specificità dell’enzima (il sito 
della specificità). Il legame di dATP al sito dell’at- 


tività inibisce l’enzima nei confronti di tutti i sub- 
strati. 

2. Il legame di ATP o di dA TP al sito della specifici- 
tà per il substrato stimola la riduzione di CDP e 
UDP, il legame di ATTP stimola la riduzione di 
GDP ma inibisce la riduzione di CDP e UDP, ed 
il legame di AGTP stimola la riduzione di ADP 
ma inibisce la riduzione di CDP, UDP e GDP. 


In assenza di uno qualunque di questi effettori la 
ribonucleotide reduttasi è inattiva. 

Questi effetti allosterici suggeriscono la seguente 
sequenza di eventi per la riduzione dei ribonucleoti- 
di (Fig. 26.15). In presenza di una miscela di NDP, 
la ribonucleotide reduttasi inizia la produzione di 
ANDP mediante la riduzione stimolata da ATP di CDP 
ed UDP. Il risultante dUDP viene convertito a ATTP, 
come descritto nel paragrafo 26.4B, che inibisce l’ul- 
teriore riduzione di CDP e UDP ma stimola la produ- 
zione di AGDP. Questo prodotto, dopo la sua fosfori- 
lazione a dGTP, inibisce la riduzione di CDP, UDP 
e GDP ma stimola la produzione di dADP e quindi 
dATP. Accumulandosi, dATP si lega al sito dell’atti- 
vità inibendo quindi tutte le riduzioni di NDP a me- 
no che il livello di ATP sia sufficientemente alto da 
spiazzare dATP. Il corretto equilibrio intracellulare 
tra ACTP e ATTP non è controllato dalla ribonucleo- 
tide reduttasi ma viene mantenuto dalla deossiciti- 
dina deamminasi che genera dUMP, il precursore 
di ATTP. Questo enzima viene inattivato da dCTP ed 
inibito da ATTP. Anche se questo schema è senza 
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Figura 26.15 La rete di controllo per la regolazione della biosintesi 
dei deossiribonucleotidi ad opera della ribonucleotide reduttasi sia 
di £. colî che di mammifero. | dischi e le frecce verdi rappresentano 
attivazione; gli ottagoni e le frecce rosse indicano inibizione. (Fonte: 
THELENDER, L. e REICHARD, P., Annu. Rev. Biochem., 48, p. 153, 1978.) 
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864 Capitolo 26 


me il gruppo sulfidrilico di Cys 198, attacca la po- 
sizione C(6) di AUMP dando un addotto covalente. 

2. C(5) dello ione enolato risultante attacca il gruppo 
CH, del catione imminio in equilibrio con 
N5,N°°-metilene-THF formando un complesso co- 
valente ternario AUMP-THF. 

3. Il gruppo basico di un enzima sottrae il protone 
acido alla posizione C(5) del dUMP legato all’enzi- 
ma formando un gruppo metilenico esociclico ed 
eliminando il cofattore THF. Il protone sottratto 
si scambia successivamente con il solvente. 

4. Il cambiamento dello stato di ossido-riduzione av- 
viene tramite la migrazione dell’atomo N(6)-H di 
THF come uno ione idruro al gruppo metilenico 
esociclico, convertendolo in un gruppo metilico 
(rendendo così conto del trasferimento di 3H so- 
pradescritto) e generando DHF. Questa riduzione 
promuove lo spostamento del gruppo sulfidrilico 
di Cys dall’intermedio in modo da liberare il pro- 
dotto, dTMP, e rigenerare l’enzima attivo. 


È stata determinata la struttura ai raggi X della timi- 
dilato sintasi (TS) di E. coli sotto forma di complesso 
sia con N°,N'°-metilenetetraidrofolato (N5,N1°-metile- 
ne-THF) che con l’inibitore basato sul meccanismo 
5-fluorodeossiuridilato (FAUMP). La struttura rivela 
che il legame C(6)-N(10) del cofattore THF è stato tra- 
sferito dall'N(10) al C(5) di FAUMP e che un residuo 
Cys conservato forma un legame S—C con il C(6) di 
FdUMP. Si ritiene quindi che questa struttura ai rag- 
gi X sia un analogo strutturale stabile dell’interme- 
dio proposto per la reazione della TS rappresentato 
dopo la tappa 2 nella Fig. 26.17. L'analisi della strut- 
tura indica come la TS potrebbe attivare dUMP e 
NS,N°°-metilene-THF a formare l’intermedio e sug- 
gerisce un meccanismo stereospecifico per la scom- 
posizione di questo intermedio nei prodotti. 


Il 5-fluorodeossiuridilato 


è un potente agente antitumorale 


[183] Il suddetto meccanismo è sostenuto dall’osser- 


vazione che il 5-fluorodeossiuridilato (EFdUMP) 
(6) 


OH H 
5-fluorodeossiuridilato (FAUMP) 
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è un inibitore irreversibile della timidilato sintasi. 
Questa sostanza si lega, come UMP, all’enzima (un 
atomo di F ha più o meno le stesse dimensioni di 
un atomo di H) e segue i primi due passaggi della 
normale reazione enzimatica. Nel terzo passaggio, 
però, l’enzima non può sottrarre l’atomo di F come 
F+* (ricordate che F è l’elemento più elettronegati- 
vo) e quindi l’enzima è permanentemente immobi- 
lizzato come un complesso ternario enzima-FdUMP- 
THF. Gli inibitori enzimatici come FAUMP, che inat- 
tivano un enzima solo dopo aver partecipato a parte 
o a tutte le sue reazioni catalitiche, sono chiamati 
inibitori basati sul meccanismo (alternativamen- 
te, substrati suicidi dato che inducono l’enzima a 
«suicidarsi»). Gli inibitori basati sul meccanismo, aven- 
do come bersaglio particolari enzimi, sono tra gli inat- 
tivatori enzimatici più potenti, più specifici e quindi 
più utili. : 

La posizione strategica della timidilato sintasi nella 
biosintesi del DNA ha portato ad utilizzare clinica- 
mente il FAUMP come agente antitumorale. Cellule 
in rapida proliferazione, come le cellule cancerose, 
necessitano di un rifornimento costante di ATMP per 
poter sopravvivere e sono quindi uccise dal tratta- 
mento con FAUMP. Al contrario, la maggior parte 
delle cellule normali dei mammiferi, che se crescono 
crescono lentamente, hanno un bisogno inferiore di 
dTMP e quindi sono relativamente insensibili a 
FAUMP (alcune eccezioni sono le cellule del midollo 
osseo che comprendono le cellule del sangue e del 
sistema immunitario, quelle della mucosa intestinale 
e dei follicoli piliferi). Anche 5-fluorouracile e 
5-fluorodeossiuridina sono efficaci agenti antitu- 
morali poiché vengono convertiti in FAUMP attra- 
verso. reazioni di salvataggio. 


I N5,N1°-metilene-THF 
viene rigenerato in due reazioni 


[isa] La reazione della timidilato sintasi è biochimi- 
camente unica per il fatto che ossida THF a DHF; nes- 
sun’altra reazione enzimatica che utilizzi un cofatto- 
re THF altera lo stato di ossidazione netto di questo 
enzima. Il prodotto DHF della reazione della timidila- 
to sintasi è riciclato a N°,N!°-metilene-THF, cofattore 
dell’enzima, con due reazioni sequenziali (Fig. 26.18): 


1. DHF viene ridotto a THF da NADPH con una rea- 
zione catalizzata dalla diidrofolato reduttasi 
(DHFR). —. 

2. La serina idrossimetil transferasi (paragrafo 24.38) 


trasferisce il gruppo idrossimetilico della serina 


al THF generando N°,N!°-metilene-THF e glicina. 
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FdUMP 
dUMP dTMP 


Timidilato 
sintasi 
N3,N!°-metilene-THF DHF 
ia NADPH + H* 
lici 
Mi. 2 1 Diidrofolato 
NH3 — CHo — COOT x. reduttasi 
ee THF "* Metotrexato 
Eni Amminopterina 
* n NADP+ Trimethoprim 
NH3— -” — C00 
CH,0H 
Serina - 


Figura 26.18 Il N°,N'°.metilenetetraidrofolato che viene convertito 
a DHF nella reazione della timidilato sintasi viene rigenerato median- 
te le azioni sequenziali di (1) diidrofolato reduttasi e (2) serina idrossi- 
metil transferasi. La timidilato sintasi è inibita da FAUMP, mentre la 
diidrofolato reduttasi è inibita dagli antifolato metotrexato, amminop- 
terina e trimethoprim. i 


Gli antifolati sono agenti anticancro 


1185] L’inibizione della DHFR determina rapidamen- 
te la conversione di tutta la limitata scorta di THF 
di una cellula a DHF ad opera della reazione della 
timidilato sintasi. L’inibizione della DHFR quindi non 
impedisce solo la sintesi di ATMP (Fig. 26.18), ma bloc- 
ca anche tutte le altre reazioni biologiche dipendenti 
da THF come la sintesi delle purine (paragrafo 26.2A), 
dell’istidina e della metionina (paragrafo 24.5B). La 
DHFR (Fig. 26.19) rappresenta quindi un attraente 
bersaglio per la chemioterapia. Metotrexato (ame- 
topterina), amminopterina e trimethoprim 


CNEHGE: 0820007 
H 


î=H Amminopterina 
R=CH: Metotrexato (ametopterina) 


OCH; 


“TO Tom 
i) 
I CHsy OCH3 
NH, 
Trimethoprim 


Figura 26.19 La struttura ai raggi X della diidrofolato reduttasi umana 
fnastro) sotto forma di complesso con il folato. Le eliche di questo 
enzima monomerico sono disegnate in giallo, i foglietti 8 in marrone 
e gli altri segmenti polipeptidici in blu. (Per gentile concessione di 
Jay F. Davies, Il e Joseph Kraut, University of California, San Diego.) 


sono analoghi del DHF che si legano in modo compe- 
titivo anche se quasi irreversibile alla DHFR con una 
affinità di — 1000 volte più grande di quella del DHF. 
Questi antifolati (sostanze che interferiscono con l’a- 
zione dei cofattori folati) sono agenti anticancro effi- 
caci, particolarmente contro le leucemie dell’infan- 
zia. Infatti una strategia chemioterapica di successo 
consiste nel trattare un paziente con una dose letale 
di metotrexato e nel «recuperare» poche ore dopo il 
paziente (ma si spera non il cancro) somministran- 
dogli massicce dosi di 5-formil-THF e/o timidina. Il 
trimethoprim, scoperto da George Hitchings e Ger- 
trude Elion, si lega molto più strettamente alle DHFR 
batteriche che a quelle di mammifero ed è quindi 
un agente antibatterico clinicamente utile. 


5. LA DEGRADAZIONE 
DEI NUCLEOTIDI 


1186] La maggior parte dei cibi, essendo di origine 
cellulare, contiene acidi nucleici. Gli acidi nucleici in- 
trodotti con la dieta sopravvivono all’ambiente acido 
dello stomaco; essi vengono degradati nei nucleotidi 
che li compongono principalmente nel duodeno, ad 
opera delle nucleasi pancreatiche e delle fosfodieste- 
rasi intestinali. Questi composti ionici, che non pos- 


‘oeleLun} Ip auoizessua8 
E|jap OZZaLi Jad 021319 Opioe,jjap 0]DID |I Opuessauui ‘0]joosnw |au 


‘PUOIZUNI PIA BISANÒ) “IDIULINA IPpnoajanu tap 0[DII |l ZZ:97 BIndiJ 


OEsELWUNI +*d+d405+ ÎHN «—— dl9+0]euedse + 0%H :0naN 


1puoggnu 139 0wuS]oquIiau 1] 


‘d + d09 
cIeuioonsijuapy 
ISE193UIS 
OIEUIDONSIUSPY CE 
dlD+ 
oeuedsy SIEJeLUMA 
dNI dINV 
ISEUILUILUESP 
IHN dWv  0°H 
OIIIN OPpioy 
H 
Hi (‘88ng sOHEYD a yDijez uayda]s ep eleuiwsalap X 18321 
“ N_0 Ie einygnas ‘weyuiuuig ‘ewege|y JO ASISAIU(Y /UOSIEI) |SEUIIW IP 
i da BUOISSAIUOI a|luaS 194) ‘0]2;S0) IUOI anp a euiuen3 ip ejoda]ow eun 
O € | ESA IP BULLO] OPOS EIENISOLI 0|je18 ui ejjanb uo5 aJualagip 
N NO de I Ss a PINUApi BNiUngns BUNDSEi) ‘ODIJBUUII) BLIIZUI 0)5 
) H si Ip ejdi} eLMaWiwils Ip asse,j OSun] EISIA IUEWIN 1319013119 1]Bap Ise] 
H O 140jsoj odiuiund apisoajonu ejjap x 18381 ie einynns e] L7797 BIndiz 
A 
“o*H 
ISBpISSO 
LUNUEY ELA aa Latini Mm cuos IDIULINd Ipnoajpnu UEA | *Ijewi 
iue 1 I [[®P OWSI[ogeieI Jap gia ajedidulid e 0797 eIndi4 
OH ÎHN ‘o°H o°H +0 E 
ivo i n BUTIUBY ed eunguexodf 
À VO À 
7 CUNUEY 
oa d-T-0180gI di SI 
ISETI ISOQIY ISE]110JSO] d'1-01SOQIY ISE]110JSOJ d-1-01S0q14 
oorunmnd comunnd ootulInd 
; mul 
aPISOAJOnN "A SPISOS]IUN 14 APISOGONN [Ei I HN o°H 
BUISOUENI) EUISOZUEN BUISO n di 
N ù ; ul IseUTLILIEOP euIisoUIpy 
‘4 ù 7 CUISOUAPYy 
ISEpiloaTonN S 3 
@ a ISEPilos]onN C % ISEPnOsjonN ( ISEPnmoapnnN 
H o°H - 
o°H 
dND dINX dWI dINV 
a ni 
Ai l @-ua | @_aw Du © 
N NN | O PS SQ 
N N NU N N N N 
N N 
4 NT CI Y 
SÒ | NO % | NC di | N ISEUTUIWIESP < | N 
i H H 7 Sg div N i 
) = Ì 
( (0) “HN 
e-g£501-90-82 E 
498 


ouezzife;eo ap IuIZUA [Sap zed 10185eu1 ettop 1a 
“1d cuos ‘quad ‘foosnw I ‘(761 oxesSesed) COLIN Op 
«19, I19P O]PIO [PP IPIULIUI IP asejuawraddns auotz 
-nposd E] 2HUIEI) QUIIAAE ‘o}t]os IP ‘ossavod 0}sant 
-0O1I}O OPIioE. [PP 0]PIO [PP BHAmME. ap ozuawne un 
SparYorI alEjoosnui NAME. [j>p 0}uatImE US) ‘001N9] 
-9UY9S OJOOSNUI JPU 09I]OGeJAUI OJONI ajuelodun un eY 
prumd pnoapnu 19p PI o:sanb aUI 0}e1}sowI 
-p ey ura]suamoT Uyof ‘(7797 ‘S13) 03eJeLImI Opuei 
“atroS o}e1redse | ameutumumeap IP 0}}9]J9.] BY (D4352U18 
v ‘99% SUI) dINI PP dINW IP ISAJUIS E] LOI EIDOSSE 
is opuenb ANI 2 diNv IP 2UOIZEUNUWIP2P ET [68tx] 


prurmd pnospnu ap op II 


‘VOV-9Id 2}UEIp 

“Sul GTOS e] azenel) ajuawisseotza Ipumb ond 1s 
‘anSues ep eIiA OUEINIJ EI 
SUI 11039091 Te apuooseu E] ‘a]uauIa)Uapiaa ‘ELI %07 
IP VOV.IPP CONELNIZUA ERANE,] SONPLII eu1sjo1d ele 
07eS9[ DIA [I ‘ELIMINA ET[P OIIENMUNUIWII BLUA]SIS [1 IP 
-umb opuezosnsal ‘auewm}as 7 E T Ep [02.19 Ul FUEL 
41 E]MSLI du au VAV-9Ad tI ‘(9Id) 01ua[orod 
-[031]$ 2)19u1 auawIeoIS0]01q oJawI]od [ap a]032]ow1 
aryosased 3)e59] 3} uauIa}ua]eA03 ouoSuan voy IP 
atoiadns egms iddn18 re quad as ‘nnunu tyood ip 
oxnS pu vav.Iep anfues pi aosimdia 07882] Il au 0) 
“ep EWUIZUA [ap ESCL AAOPua FUOIZATUI A} UEIPIUI 0}UZUI 
eye) pe apuodsl1 UOU (V(1V) ISEUTUIMIESP EUISOUSPE 
Ip eonauaf ezuamtap ErTep eTEUTUIA]2P (CIIDS) 2194 

“98 EJEUIQUIOCI EZUSIOIJAPOUNUILUI ETjIP SUIOIPUIS ET 
‘EUISOUSP 
-EISSO9P ET[9p SUOIZE]LIO]SOJ E[[{9U OANE 2JUIULIE]OI] 
-Jed EIusiI apioyur, 0MSsa) [I 3UYI AUOIZEAI9SSO,] LOI 
ojeSards alassa qnd OLIEUNUITII BUI9]SIS Ins OOnEtI 
“tzu9 potsap 0)sanb rp cogioads omnssa) 0nazJa,T ‘Ater 
“nq[39 auorzesapijosd e] pumb a VNQ [9P 1S9}UIS EI BI 
-90[Q 2U9 ‘I.LNP 11ITE 189p 1S9}UIS EI rpumb opuausa 
-31d ‘(V397 opesSered) isernnpal apnosjonuogii ET 398 
“IQUUI dLVP IP SUOIZEIZUSIUOI BITE E]SONÙ) ‘o[eULIoOU 
[e LIoriadns a}joa 0g cUOS 2YI dLWP IP IPA OPULI 
“9t9$ EJELioJSo] auala BUISOUSpeIssoap el ‘eAnie ISEU 
“urureap euIsouape Ip ezuasse ul ‘CIIoS EIIPP (asneo 
ap ersoporza, ap avigisne]d auorzeSards eun cuoosIu 
-10} AYPTMUTYIOIG TUOTZEISPISUON) ‘TUOIZAZUI TIP SICA 
“xd jap esneo e ‘EIZUEZuI] ajuemp aTe}ez 2]UAWUNIQeiI 
“enut emsli ‘anmÌajosd ams ajenSape ezuas ‘SUI 
(GI9S) EIEUIqQuIod eISASS EZUIPIFAPoUnwUIwII PI 
EUIuII9]9Pp ‘(VeTe oyexSesed) eLieNmuntIUI e;sodsti 
E] OUEIPauI 3YI ‘IIOOFUI] IP EZUEDUELI azuanZasuoo 
ET ‘(ipuerg Imqao]s ip od un) NISOJUI] 1 2JUELUEA 
“Tja]as apioon ayo Torurimd IpIsoajonu 19p OLUSHogPi 
-3UI [PU BHTEUIIOUE,UN BUTUILIS]IP ISEUTUNIEAP EUISOU 


S-8£501-20-88 © 


“ape, J[op 2uorzUn] Erp eonauaf ezuareo eun [8811 


P]EUITQUI0I B.I9A9S EZUSIDIJApounumil E] 
BUTULI9]3p ISEUTUIUrE Sp EUISOU PE .]j>p poHap UN 


‘nepeifap a}uaworla]m 219889 ouossod * 
‘E]JOA 030] 2 ‘aYO IDIUISOUI NEALIAP T]uapuodsisI0o 01 
-o] t9u seururuieap dINV EI[Ep a ISEUTLUUIE ap EUIS 
-owape Er[ep NeumuuTEap 239 AU! OUOS POTUTI APE IPI 
-08TonU a IPIisoapInU ] ‘LIpumtIewI Op ANd EITEP 2)Ep 
-e1Sap cuoSusA LOU EUISOUSPEIssoap a BUISOUIPY 
‘did [PP 210sImoasd 
un ‘0}EJSOJ-G-0ISOGLI E ISEIMUIOGLIOJSOJ EI]EP OJEZZII 
“aurosI auata ‘(17197 ‘S14 ANA) ISEILI10xs0J 0o1uLInd 
aprioaponu Ejjep EJEZZI[ejE5 QUOIZESI EITP opopoad 
un ‘oJeysoy-1-01soqui ]! ‘eluniSfe ul ‘ot8Se]enges Ip 
IMOIZEII 3] SHUEI] IPNOS]JINU I9p 2JEULIOJ Jad nez 
“zqunii alassa a9anu! cuossod rssas01d usanb ur cueIi 
-aua$ 1S 3YI IPAULIZZUI 175 QZUIALUTEIMZEN ‘091 Opi 
-e.ITe 0uElIOd an} ELI asIaAIp AUNOGLIPI lA IIAB 
ouossod mnustueSIo LIV ‘079% ‘Sia eqou 2}ezzyew 
-ayos ouos qewIue I{Fau rorurmd Ipnoajmnurssoap 2 
IPpi}oa onu tap OLUSHHOGE]EO [ap ala ediourid 37 [2811] 


auund ajjap OWSIjogeied || *W 


‘LIEMpaJo M}9pip 010] 19p IsoJ9UMU IP 3Z 
-tuanSastuoo a] cwrENMOSIP a aYIogeteo ala ajsanb au 
“orzeJapisuoo ul owerpuald oxesSesed ojsanb ul We] 
“nq[o nuauodwioo 1 Nin} Isenb rp oquieoli onUTuo9 
[9p amed awI09 auoIzepeISap e 1}}a5S0s cuuEA LIE] 
-[99 Iolapnu IpIoe 1]5 ayguy ‘339.19S2 pa a1epessap 21 
-1ed 101SSew e] 19d cuoSuaan ‘ezuanzasuoI Ip ‘apuioSuI 
ISEq 9] ‘0wIstUESIO UN IP Ipriosjonu Ip ouSosiq TI 21 
-u9UmeUAId OUEJSIPpos Iprjoapnu lap O10u 2P ISQJUISOIA 
EI[9p ala 2] ‘9uamazuapiag “Tnssa) Jap PISINU IPIioE 
ISau ajesodiovuI cuoSUAA TILISSUI I_IaponU Iproe IS 
-3p ISEQ 27[ap suorzelÌ e[oooId EUN OJOs 3UI 0}2.1}SOUI 
“Tp OUUEY IdOJOstorpei U09 eIMJEoIEUI IP quawuniadsg 


d-T-01S0QuI + 9seq e 


apisoajonu 


CISOGLI + 3SEqQ —=—— _— 0°H + 9pisospnu 
ISEpIisoapnu 


24 + apIsoapnu 


:ISE[110JSO} 2pIso9]? 
“nu 3 Isepiscaponu Ip auoIze Jod 0)23S0}-1-0ISOGLI 
O cIsOgii a aJ2gr] ISEQ è HEepelSap 37}USUUIOLIA)MN 
guIIA alassa O afeutjsa}]UI EsconuI ET[ep 3}USWIEN21 
‘Tp Miquosse aJassa OUossod IpIisoaponUu I ‘ayommoads 
uou Ise]eJso] Ip a ayomivads-oddni8 Isepnoapnu Ip 
EJoliea eum ep Ipisoajonu e NEZZIIOIPI rpumb ouos 
USA ‘LIEMI[BO SUEIQUISLI 2] OSIAALINE aressed otuos 


Gacaspasi 


9% qondvo 992 


868 Capitolo 26 


queste reazioni anaplerotiche (di riempimento) in al- 
tri tessuti. Il muscolo invece si rifornisce di interme- 
di del ciclo dell’acido citrico dal fumarato generato 
nel ciclo dei nucleotidi purinici. L'importanza del ci- 
clo dei nucleotidi purinici nel metabolismo del mu- 
scolo è indicata dall’osservazione che le attività di 
tutti e tre gli enzimi coinvolti sono molte volte più 
alte nel muscolo che in altri tessuti. Degli individui, 
infatti, con una deficienza ereditaria di AMP deam- 
minasi nel muscolo (deficienza di mioadenilato 
deamminasi) si affaticano facilmente e di solito sof- 
frono di crampi dopo l’esercizio fisico. 
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La xantina ossidasi è una proteina 
di mini-trasporto elettronico 


[90] La xantina ossidasi converte l’ipoxantina in 
xantina e la xantina in acido urico (Fig. 26.20, in bas- 
so). Nei mammiferi questo enzima è presente quasi 
esclusivamente nel fegato e nella mucosa dell’intesti- 
no tenue. È una proteina dimerica di due subunità 
identiche di 130 kD, ciascuna delle quali contiene una 
serie quasi completa di agenti che trasferiscono elet- 
troni: un FAD, un complesso Mo che cicla tra i suoi 
stati di ossidazione Mo(VI) e Mo(IV), e due diversi 
centri Fe-S. L’accettore di elettroni finale è O2, che 
viene convertito in H30-, un agente ossidante poten-. 
zialmente pericoloso che viene successivamente di- 
smutato in H:0 ed O. ad opera della catalasi. 

La xantina ossidasi idrossila la xantina in corrispon- 
denza della sua posizione C(8) (e l’ipoxantina in cor- 


Figura 26.23 Il meccanismo della xanti- 
na ossidasi. L'enzima ridotto viene Ssuc- 


cessivamente riossidato da O, generan- ossidata) 
do H,0 . 
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Acido urico 
(tautomero enolico) 


rispondenza della sua posizione C(2)) generando un 
prodotto che tautomerizza nella forma chetonica più 
stabile: 


Acido urico (tautomero enolico) 


Complesso enzima-Mo 
(forma completamente 


ME: INI 1: IL 


1190 


© 88-08-10538-5 


o) 


chetonico) 


[|ee=s 


N 
HN 
LL. | »= 07+ HÈ 
07 Sy N 
H H 
Urato 


(la sua forma enolica ionizza con un pK di 5,4; da 
qui il nome di acido urico). Esperimenti di marca- 
tura con 180 hanno dimostrato che l’ossigeno del 
C(8)-chetone dell’acido urico deriva da H,;0, mentre 
gli atomi di ossigeno di H,0, derivano da O. Studi 
chimici e spettroscopici suggeriscono che l’enzima 
funzioni col seguente meccanismo (Fig. 26.23): 


1. La reazione viene iniziata dall’attacco di un grup- 
po nucleofilico dell’enzima, X, alla posizione C(8) 
della xantina ossidasi. 

2. L’atomo H di C(8) viene eliminato come ione idru- 


Acido urico (tautomero 


1191192) 
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ro che si combina con il complesso Mo(VI), ridu- 
cendolo quindi al suo stato Mo(IV). 


3. L’acqua sposta il gruppo nucleofilico dell’enzima 
producendo acido urico. 


Nel secondo stadio della reazione, l’enzima ora ri- 
dotto viene riossidato al suo stato originale Mo(V1) 
per reazione con O. Questo processo complicato, 
non sorprendentemente, non è ancora ben chiaro. 
Misurazioni EPR indicano che gli elettroni vengono 
incanalati da Mo(IV) attraverso gli altri centri di 
ossido-riduzione dell'enzima e vengono alla fine pas- 
sati dalla flavina all’O, producendo H:0: ed enzima 
rigenerato. 


B. Il destino dell'acido urico 


191] Nell’uomo e negli altri primati, il prodotto fina- 
le della degradazione delle purine è l'acido urico, che 
viene escreto con le urine. Lo stesso vale per uccelli, 
rettili terrestri e molti insetti, ma questi organismi, 
che non secernono urea, catabolizzano ad acido uri- 
co anche l’azoto in eccesso dei loro amminoacidi, tra- 
mite la biosintesi delle purine. Questo complesso si- 
stema di escrezione dell’azoto ha una funzione im- 
mediata: conserva acqua. L’acido urico è limitatamen- 
te solubile in acqua così che la sua escrezione come 
«pasta» di cristalli di acido urico è accompagnata da 
pochissima acqua. Per contro, l’escrezione di una 
quantità equivalente dell’urea, molto più idrosolubi- 
le, sequestra osmoticamente una quantità di acqua 
molto più grande. 

In tutti gli altri organismi l’acido urico viene ulte- 
riormente rimaneggiato prima dell’escrezione (Fig. 
26.24). I mammiferi diversi dai primati lo ossidano 
nel loro prodotto di escrezione, l’allantoina, con una 
reazione catalizzata dall’enzima contenente Cu ura- 
to ossidasi. Un ulteriore prodotto di degradazione, 
l’acido allantoico, viene escreto dai pesci teleostei. 
I pesci cartilaginei e gli anfibi degradano ulterior- 
mente l’acido allantoico a urea prima dell’escrezio- 
ne. Infine, gli invertebrati marini decompongono l’u- 
rea nel loro prodotto di escrezione, PNHÎ. 


La gotta è causata da un eccesso di acido urico 


[1192] La gotta è una malattia caratterizzata da livel- 
li elevati di acido urico nei fluidi corporei. La sua ma- 
nifestazione più comune è un’infiammazione artico- 
lare dolorosa come una tortura dall’insorgenza im- 
provvisa, spessissimo a carico dell’alluce (Fig. 26.25), 
determinata dalla deposizione di cristalli quasi inso- 
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Figura 26.24 La degradazione dell'acido urico ad ammoniaca. Il pro- 
cesso si arresta a diversi stadi nelle specie indicate e il corrispondente 
prodotto contenente azoto viene escreto. 


lubili di urato di sodio. L’urato di sodio e/o l’acido 
urico possono anche precipitare nei reni e negli ure- 
teri come calcoli, provocando un danno renale e l’o- 
struzione delle vie urinarie. La gotta, che colpisce 
-—3 persone ogni 1000, prevalentemente maschi, è 
stata tradizionalmente, anche se inaccuratamente, as- 
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Figura 26.27 Le vie della 
biosintesi di NAD* e 
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sintesi delle proteine. Il nicotinato mononucleotide 
viene legato tramite un legame pirofosfato a un resi- 
duo AMP dalla NAD* pirofosforilasi generando 
nicotinato adenina dinucleotide (desamido 
NAD*). Infine, la NAD* sintetasi converte questo 
intermedio in NAD* mediante una reazione di tran- 
samidazione in cui la glutammina è il donatore di 
NH2. 

Il NAD* può anche essere sintetizzato a partire 
dalla nicotinamide. Questa vitamina viene convertita 
a NMN dalla nicotinamide fosforibosil transfera- 
si, un enzima largamente diffuso distinto dalla nico- 
tinato fosforibosil transferasi. Il NAD*, però, viene 
sintetizzato a partire da NMN e PRPP dalla NAD 
pirofosforilasi, lo stesso enzima che sintetizza il 
nicotinato adenina dinucleotide. NADP* viene pro- 
dotto per fosforilazione del gruppo C(2‘’)-OH del re- 
siduo di adenosina del NAD* ad opera della NAD* 
chinasi. 


B. | coenzimi flavinici 


[1196] Il FAD viene sintetizzato a partire dalla ribo- 
flavina con una sequenza di reazioni a due vie (Fig. 
26.28). Per prima cosa, il gruppo 5‘-OH della catena 
laterale di ribitolo della riboflavina viene fosforilato 
dalla flavochinasi generando il mononucleotide fla- 


x 


« vinico (FMN; non è un vero nucleotide dato che il 


x 


residuo di ribitolo non è uno zucchero). 


‘Il FAD può quindi essere formato dall’accoppiamen- 


to di FMN ed AMP mediante un legame pirofosfato 
in una reazione catalizzata dalla FAD pirofosfori- 
lasi. Entrambi questi enzimi sono largamente diffu- 
si in natura. 


C. Il coenzima A 


[1197] Il coenzima A viene sintetizzato nelle cellule 
di mammifero attraverso la via schematizzata nella 
Fig. 26.29. 

Il pantotenato, una vitamina essenziale, viene fosfo- 
rilato dalla pantotenato chinasi e quindi accoppia- 
to alla cisteina, la futura estremità attiva del CoA, 
dalla fosfopantotenilcisteina sintetasi. Dopo de- 
carbossilazione da parte della fosfopantotenilcistei- 
na decarbossilasi, la risultante 4‘-fosfopantotei- 
na viene accoppiata all’AMP con un legame pirofo- 
sfato ad opera della defosfo-CoA pirofosforilasi e 
quindi fosforilata in corrispondenza del gruppo 3'-OH 
dell’adenosina dalla defosfo-CoA chinasi, forman- 
do CoA. Queste ultime due attività enzimatiche sono 
presenti in una singola proteina. 
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Figura 26.28 La biosintesi di FMN e FAD dal precursore vitaminico 
riboflavina. 
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1. L’azaserina (0-diazoacetil-L-serina) e la 6-dia- 
z0-5-ossi-L-norleucina (DON) 
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Azaserina 


° a 
N=N=CH—C— CH; CHa—CH 
Coo” 
6-diazo-5-ossi-L-norleucina (DON) 


sono analoghi della glutammina. Essi formano legami co- 
valenti con gruppi nucleofilici in corrispondenza dei siti 
attivi degli enzimi che legano la glutammina, inattivan- 
doli quindi irreversibilmente. Identificate gli intermedi 
nella biosintesi dei nucleotidi che si accumulano in pre- 
senza di questi antagonisti della glutammina. 


2. Suggerite un meccanismo per la reazione della AIR sin- 
tetasi (Fig. 26.3, reazione 6). 


*3. Qualè il prezzo energetico, in ATP, della sintesi del resi- 
duo di ipoxantina dell’IMP a partire da CO2 e NH? 


4. Perché la deossiadenosina è tossica per le cellule di mam- 
mifero? 


5. Indicate quali delle seguenti sostanze sono inibitori ba- 
sati sul meccanismo e spiegate il ragionamento che ave- 
te fatto. (a) Tosil-1-fenilalanina clorometilchetone con chi 
motripsina (paragrafo 14.3A). (b) Trimethoprim con dii- 
drofolato reduttasi batterica. (c) L’analogo &-lattone di 


(NAG): con il lisozima (paragrafo 14.20). (d) Allopuri- 
nolo con la xantina ossidasi. 


6. Perché gli individui che si sottopongono a chemiotera- 
pia con agenti citotossici (che uccidono le cellule) come 
FdUMP o metotrexato diventano temporaneamente cal 
vi? 


7. Le cellule normali muoiono in un mezzo di coltura con- 
tenente timidina e metotrexato che favorisce la cresci- 
ta di cellule mutanti deficitarie per la timidilato sintasi. 
Date una spiegazione. 


8, FdUMP e metotrexato quando sono somministrati in- 
sieme sono agenti chemioterapici meno efficienti che 
se presi da soli. Spiegate il fenomeno. 


9. Perché la gotta è prevalente in popolazioni che consu- 
mano grandi quantità di carne? 


10. La 6-mercaptopurina 
SH 


LL) 


6-mercaptopurina 


dopo conversione nel nucleotide corrispondente attra- 
verso le reazioni di salvataggio, è un potente inibitore 
competitivo di IMP nelle vie della biosintesi di AMP e 
GMP. Essa è quindi un agente anticancro clinicamente 
utile. L'efficacia chemioterapica della 6-mercaptopurina 
è aumentata quando essa è somministrata assieme ad 
allopurinolo. Spiegate il meccanismo di questo aumento. 
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La struttura di una sequenza specifica di DNA-B derivata 


da analisi della struttura ai raggi X. 
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Mitosi 9 Meiosi ' 3 
Interfase (2N) 3 » i , 
Cromosomi non so 
visibili come 
strutture distinte 


Interfase (2N) 


Ì 
Replicazione del DNA 


» Profase I intermedia (4N) 


Profase (4N) #2 i 1 cromosomi omologhi s a 
I cromatidi Se si appaiano; V v 
diventano Ri la duplicazione non LASILEE 
visibili j è visibile 


Profase I tardiva (4N) 
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» è; 
E' visibile la = Ò; - 


duplicazione Ci 


Y 
Metafase (4N) vu Metafase I (4N) 
1 cromosomi si ‘ È | cromosomi omologhi 
allineano lungo si ì si allineano lungo : . “ 
il fuso il fuso = 
Anafase (4N) > ' | 
| cromosomi a -’ Anafase I (4N) Fed à 
singolo cromatide | cromosomi a . xa dd. 
si muovono verso © bi de cromatidi gemelli si Es l 
poli opposti AS 7. muovono verso poli : E 
. opposti 
Inizia la divisione | 
cellulare Divisione cellulare | 
(citochinesi) 
- \/ | 24 
Metafase Il perg & 3 SN 
(2N) o: 


Divisione cellulare 


Anafase Il LR I ta 
(2N) a “ng 
Telofase Y Telofase II eli ; 
Citochinesi quasi x n La citochinesi è quasi 
completa. . N a completa È x art i vba 
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sono 2N | gameti risultanti 
sono 2N 
Divisione Divisione cellulare II 
cellulare 
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Figura 27.2 La mitosi, l’abituale forma di divisione cellulare negli 
eucarioti, genera due cellule figlie, ciascuna con la stessa dotazione 
cromosomica della cellula genitrice. 


Figura 27.3 La meiosi, che porta alla formazione dei gameti (cellule 
sessuali), richiede due divisioni cellulari consecutive che generano 
quattro cellule figlie, ciascuna con metà della dotazione cromosomi- 
ca della cellula genitrice. 


Le cellule germinali si formano per meiosi 


iz04] La formazione delle cellule germinali, un pro- 
cesso noto come meiosi (Fig. 27.3), richiede due divi- 
sioni cellulari consecutive. Prima della prima divi- 
sione meiotica, ciascun cromosoma si replica ma i 
cromatidi fratelli che ne risultano rimangono uniti 
in corrispondenza del loro centromero. Le coppie 
omologhe di cromosomi duplicati si allineano quindi 
lungo il piano equatoriale della cellula come in una 
cerniera lampo, il che permette uno scambio tra le 
sezioni corrispondenti di cromosomi omologhi con 
un processo noto come crossing-over (paragrafo 
27.1B). Il fuso, quindi, porta i membri di ciascuna 
coppia omologa verso poli opposti della cellula così 
che, dopo la prima divisione meiotica, ciascuna cel- 
lula figlia contiene N cromosomi duplicati. Nella se- 
conda divisione meiotica, i cromatidi fratelli si sepa- 
rano per formare i cromosomi e si muovono verso 
i poli opposti della cellula in divisione per generare 
un totale di quattro cellule aploidi che sono chiamate 
gameti. 

La fecondazione consiste nella fusione di un gamete 
maschile (lo spermatozoo) con un gamete femminile 
(l’uovo) che genera una cellula diploide chiamata zi- 
gote che ha ricevuto N cromosomi da ciascuno dei 
suoi genitori. 


B. L’'ereditarietà mendeliana 


[1205] Le leggi fondamentali dell’ereditarietà sono state 
definite nel 1866 da Gregor Mendel. Esse sono state 
chiarite dall’analisi di una serie di incroci genetici 
îra ceppi sicuramente puri («true breeding» = produt- 
tori di una progenie che ha le stesse caratteristiche 
dei parenti) di piselli, Pisum sativum, che differisco- 
no in alcune caratteristiche ben definite come la for- 
ma dei semi (lisci contro rugosi), il colore dei semi 
(giallo contro verde) o il colore dei fiori (viola contro 
bianco). Mendel trovò che incrociando ceppi paren- 
tali (?) che differiscono per una singola caratteristi- 
ca, diciamo la forma dei semi, tutta la progenie (F;; 
la prima generazione filiale) ha la caratteristica di 


Generazione P 


Semi X @) Semi 


lisci lo) rugosi 


Generazione F; 
(semi tutti lisci) 


O\ \Q G\ \O 


CRE O\ NO 


Generazione Fa 


Di 0x0 (ta 


3 semi lisci + 1 semi rugosi 


Figura 27.4 L'incrocio di una pianta di piselli che ha semi lisci con 
una che ha semi rugosi genera una progenie fj tutta di semi lisci. 
L'incrocio tra questi piselli F, genera una generazione F. di cui i 
tre quarti hanno semi lisci ed un quarto semi rugosi. 


uno solo dei parenti, in questo caso i semi lisci (Fig. 
27.4). La caratteristica che compare in Fi è definita 
dominante mentre la caratteristica alternativa è detta 
recessiva. In F., la progenie di F;, tre quarti ha la 
caratteristica dominante mentre un quarto ha la ca- 
ratteristica recessiva. Quei piselli con la caratteristica 
recessiva costituiscono veramente un ceppo sicura- 
mente puro: l’auto-incrocio cioè di F, recessivi ge- 
nera una progenie (F3) che pure ha la caratteristica 
recessiva. Gli F, che mostrano la caratteristica domi- 
nante, però, cadono in due categorie: un terzo di essi 
sono sicuramente puri, mentre il resto ha una proge- 
nie con lo stesso rapporto di 3:1 di caratteristiche do- 
minante e recessiva dei membri di F.. 

Mendel spiegò queste osservazioni ipotizzando che 
le varie coppie di caratteristiche contrastanti derivi- 
no ciascuna da un fattore (chiamato ora gene) che 
presenta forme alternative (alleli). Ciascuna pianta 
contiene cioè una coppia di geni che governano una 
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Figura 27.8 La segregazione indipendente dei cromosomi sessuali, 
X e Y, determina un rapporto di 1:1 tra maschi e femmine. 


Figura 27.9 Il moscerino della frutta Drosophila melanogaster. Il ma- 
schio (a sinistra) e la femmina (a destra) sono mostrati nelle loro di- 


mensioni relative; essi in realtà sono lunghi circa 2 mm e pesano 
circa 1 mg. 
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ceppo nativo Morgan ha dimostrato che la distribu- 
zione del gene degli occhi bianchi (wh) va in paralle- 
lo con quella del cromosoma X. Questo indica che 
il gene wh è localizzato sul cromosoma X e che il 
cromosoma Y non lo possiede. Si dice quindi che il 
gene wh è legato al sesso. 


Si possono costruire mappe genetiche 
da una analisi delle frequenze di crossing-over 


1209] Negli anni successivi, sono state determinate le 
localizzazioni cromosomiche di molti geni della Dro- 
sophila. I geni che risiedono sullo stesso cromosoma 
non assortiscono indipendentemente. Una coppia qua- 
lundue di questi geni collegati, tuttavia, va soggetta 
a ricombinazione (scambio delle posizioni relative 
con la loro controparte allelica sul cromosoma omo- 
logo) con una frequenza caratteristica. Si è scoperto 
che la base citologica di questo fenomeno è all’inizio 
della meiosi quando i cromosomi omologhi duplicati 
si allineano in parallelo (Metafase I, Fig. 27.3). Si os- 
serva che i cromatidi omologhi si scambiano sezioni 
equivalenti in un processo noto come crossing-over 
(Fig. 27.10). La localizzazione cromosomica del pun- 
to di cross-over varia quasi casualmente di evento in 
evento. Di conseguenza, la frequenza di cross-over 
di una coppia di geni collegati varia direttamente in 
proporzione alla loro separazione fisica lungo il cro- 
mosoma. Morgan e Alfred Sturtevant utilizzarono 
questo fenomeno per mappare (localizzare) le posi- 
zioni relative di vari geni sui quattro cromosomi unici 
di Drosophila. Questi studi hanno dimostrato che i 
cromosomi sono strutture lineari non ramificate. Noi 
ora sappiamo che tali mappe genetiche (Fig. 27.11) 
vanno in parallelo con le corrispondenti sequenze di 
basi del DNA dei cromosomi. 


I geni non allelici 
si complementano l’uno con l’altro 


[1210] Si può determinare se due caratteri recessivi 
che influenzano funzioni simili sono o no allelici (for- 
me diverse dello stesso gene) mediante ‘un test di 
complementazione. In questo test un omozigote per 
uno dei caratteri viene incrociato con un omozigote 
per l’altro. Se i due caratteri non sono allelici la pro- 
genie avrà il fenotipo del ceppo nativo poiché ciascu- 
no dei cromosomi omologhi fornisce la funzione na- 
tiva di cui l’altro è privo. Per esempio, l’incrocio di 
una Drosophila che sia omozigote per una mutazio- 
ne del colore degli occhi chiamata viola (pr) con una 
che sia omozigote per un’altra mutazione del colore 
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degli occhi chiamata marrone (bw) genera una pro- 
genie che ha il colore degli occhi del ceppo nativo, 
dimostrando quindi che questi due geni non sono 
allelici (Fig. 27.12a). Per contro, l’incrocio di una Dro- 
sophila femmina che sia omozigote per l’allele lega- 
to al sesso del colore bianco degli occhi (wh) con un 
maschio che porti l’allele legato al sesso degli occhi 
color caffè (cf, genera una progenie di femmine che 
non hanno occhi del colore del ceppo nativo (Fig. 
27.12b). I geni wh e cf devono quindi essere allelici. 


I geni dirigono l’espressione delle proteine 


zii] È stato necessario del tempo per dare una ri- 
sposta alla domanda come i geni controllino le carat- 
teristiche degli organismi. Archibald Garrod fu il pri- 
mo a suggerire una connessione specifica tra geni 
ed enzimi. Individui portatori di alcaptonuria pro- 
ducono urine che si scuriscono in modo allarmante 
in seguito a esposizione all’aria, come conseguenza 
dell’ossidazione dell’omogentisato che essi elimina- 
no (paragrafo 15.3A). Nel 1902, Garrod dimostrò che 
questa malattia metabolica piuttosto benigna (il suo 
unico effetto negativo è l’artrite con l’invecchiamen- 
to) deriva da un carattere recessivo che viene eredi- 
tato in modo mendeliano. Egli dimostrò inoltre che 
gli alcaptonurici non sono in grado di metabolizzare 
l’omogentisato che viene loro somministrato e con- 
cluse quindi che essi sono privi di un enzima che me- 
tabolizza questa sostanza. Ora si sa che questo enzi- 
ma è la omogentisato ossidasi, che è coinvolto nella 
degradazione di fenilalanina e tirosina (paragrafo 
24.3H). Garrod definì l’alcaptonuria e parecchie altre 
forme morbose umane ereditate che egli aveva stu- 
diato come errori innati del metabolismo. 
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Figura 27.10 Il crossing-over. (a) Fotografia al microscopio elettronico 
(assieme ad un disegno interpretativo) di due coppie di cromatidi 
omologhi durante la meiosi nella cavalletta Chorthippus parallelus. 
Cromatidi non fratelli (in colori diversi) possono ricombinarsi in uno 


qualunque dei punti di incrocio. (Per gentile concessione di Bernard - 


john, The Australian National University.) (b) Disegno che illustra la 
ricombinazione di coppie di geni allelici (A, 8) e (a, b) durante il 
crossing-over. 
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I cromosomi batterici sono stati mappati 
mediante interruzione della coniugazione 


[213] Nel 1946, Joshua Lederberg e Tatum scopriro- 
no che alcuni batteri possono trasferire ad altri bat- 
teri l’informazione genetica mediante un processo no- 
to come coniugazione. La capacità di coniugazione 
(«accoppiamento») è conferita a batteri altrimenti in- 
differenti da un plasmide (una molecola di DNA di- 
stinta dal cromosoma batterico che è replicata dalla 
cellula; paragrafo 28.8A) chiamato fattore F (F sta 
per fertilità). 

I batteri che possiedono un fattore F (designati F*, 
o maschi) sono coperti da proiezioni simili a peli chia- 
mati pili F. Questi si legano a recettori sulla superfi- 
cie di batteri che non hanno un fattore F (F7, o fem- 
mine) determinando la formazione di un ponte cito- 
plasmatico tra le cellule (Fig. 27.14). Il fattore F quin- 
di si replica e non appena il filamento singolo di nuo- 
va replicazione è formato passa attraverso il ponte 


Figura 27.14 Fotografia al microscopio elettronico di un £. coli Fs 
(a sinistra) e uno F7 (a destra) impegnati in una coniugazione ses- 
suale. | pili F sono stati resi più visibili dall’aggiunta di batteriofagi 
specifici per i maschi, che infettano gli £. coli F* aderendo ai loro 
pili F. (Per gentile concessione di Charles Brinton, University of Pitt- 
sburgh.) 


Figura 27.15 Disegno che illustra come una cellula FT acquisisce 
un fattore F da una cellula F*. Un singolo filamento del fattore F 
viene replicato, col sistema del cerchio rotante (paragrafo 31.3B), e 
viene trasferito alla cellula F7 dove viene sintetizzato il suo filamen- 
to complementare formando un nuovo fattore F. 


citoplasmatico alle cellule F7 dove viene sintetizza- 
to il filamento complementare (Fig. 27.15). Questo con- 
verte la cellula F- in F*, così che il fattore F si com- 
porta come un agente infettivo (una sorta di malattia 
venerea dei batteri?). 

In occasioni molto rare, il fattore F si integra spon- 
taneamente nel cromosoma della cellula F* (i pla- 
smidi con questa capacità sono chiamati episomi). 
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Cellula F* Cellula FT 


Cromosoma 


@ ®, batterico 


Fattore F 


Cellule F* 


Nelle risultanti cellule Hfr (che sta per alta (high) 
frequenza di ricombinazione) il fattore F si compor- 
ta esattamente come fa nel suo stato autonomo. La 
sua replicazione inizia in corrispondenza di un pun- 
to interno specifico del fattore F, e la sezione replica- 
ta passa attraverso un ponte citoplasmatico alla cel- 
lula F-, dove viene sintetizzato il suo filamento 
complementare. In questo caso, tuttavia, anche il cro- 
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Cromosoma 


Cellula F7 batterico Cellula Hfr 


Trasferimento 
del cromosoma 


Interruzione della coniugazione 
e ricombinazione genetica 


Figura 27.16 Il trasferimento del cromosoma batterico da una cellula 
Hfr a una cellula F7 e la sua susseguente ricombinazione con il cro- 
mosoma F7. In questa figura le lettere greche rappresentano i geni 
del fattore F, le lettere maiuscole rappresentano i geni batterici della 
cellula Hfr e le lettere minuscole rappresentano i corrispondenti alleli 
della cellula F7. Poiché il trasferimento cromosomico, che inizia con 
il fattore F, è raramente completo, l’intero fattore F viene raramente 
trasferito. La cellula ricevente rimane quindi di solito FT. 


mosoma replicato della cellula Hfr viene trasmesso 
alla cellula F- (Fig. 27.16). Di solito, solo una parte 
del cromosoma del batterio Hfr viene trasferito du- 
rante la coniugazione sessuale poiché il ponte cito- 
plasmatico si rompe quasi sempre durante i circa 90 
minuti necessari per completare il processo di trasfe- 
rimento. Nel merozigote (un batterio parzialmente 
diploide) che ne risulta, il frammento cromosomico, 


che è privo di un fattore F completo, non trasforma 
la cellula F- in Hfr né viene successivamente repli- 
cato. Però, il frammento cromosomico trasferito si ri- 
combina con il cromosoma della cellula F7 in modo 
simile al crossing-over cromosomico degli eucarioti, for- 
nendo quindi in modo permanente la cellula F° di 
alcuni dei caratteri del ceppo Hfr. 

I geni batterici vengono trasferiti dalla cellula Hfr 
alla cellula F7 in un ordine fisso. Questo è dovuto 
al fatto che il fattore F in un dato ceppo Hfr viene 
integrato nel cromosoma batterico in corrisponden- 
za di un sito specifico e al fatto che solo un particola- 
re filamento del DNA cromosomico Hfr viene repli- 
cato e trasferito alla cellula F7. Il cromosoma batte- 
rico può quindi essere mappato mediante la seguen- 
te procedura. Ceppi Hfr e FT contenenti alleli diver- 
si del gene che deve essere mappato vengono mesco- 
lati e fatti coniugare e, dopo un certo tempo, la co- 
niugazione viene interrotta tramite violenta agitazio- 
ne in un frullatore in modo da rompere i ponti cito- 
plasmatici tra cellule in coniugazione (coniugazio- 
ne interrotta; Fig. 27.17). Le successive procedure 
di analisi rivelano quali geni allelici sono entrati nel- 
la cellula F- e si sono ricombinati con il suo cromo- 
soma. Interrompendo la coniugazione dopo tempi di- 
versi si può determinare l’ordine dei geni allelici (Fig. 
27.18). Le difficoltà nella determinazione dell’ordine 
dei geni localizzati verso l’estremità del cromosoma 
di rado completamente trasferito viene aggirata con 
l’uso di parecchi ceppi Hfr, che differiscono per il 
punto in cui il fattore F viene integrato nel cromoso- 
ma. Questa procedura di mappatura ha dimostrato 
che il cromosoma di E. coli è circolare come il suo 
DNA (Fig. 27.18). Altri cromosomi batterici sono sta- 
ti mappati in modo analogo. 

Il fattore F integrato in una cellula Hfr occasional- 
mente va incontro ad escissione spontanea generan- 
do una cellula F*. In rari casi, il fattore F viene 
escisso in modo aberrante così che una porzione del 
cromosoma batterico adiacente viene incorporata nel 
fattofe F che successivamente si replica in modo au- 
tonomo. I batteri che presentano questo cosiddetto 
fattore F’ sono diploidi in modo permanente per 
i suoi geni batterici. 


E. La genetica virale 


[az14]I virus sono particelle infettive che consistono 
di una molecola di acido nucleico racchiusa da un 
capside protettivo (involucro) costituito in gran par- 
te o interamente di proteine. Un virus aderisce speci 
ficamente a una cellula suscettibile in cui insinua il 
proprio acido nucleico. Nel corso dell’infezione (Fig. 
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genetica batterica. In una infezione da parte dei sud- 
detti batteriofagi, circa una ogni mille particelle del- 
la progenie contiene un segmento del cromosoma bat- 
terico al posto del cromosoma virale. Queste particel- 
le fagiche difettose possono iniettare il loro DNA in 
un’altra cellula batterica ma questo non porta a mor- 
te il batterio dato che manca il genoma virale. Il seg- 
mento cromosomico trasferito può, però, ricombinarsi 
con porzioni omologhe del cromosoma del batterio. 
Questo processo di ricombinazione mediato dal fago 
è noto come trasduzione. 

Un fago trasduttore non può contenere più DNA 
di quello che fisicamente può essere stivato nel cap- 
side (tipicamente 50 000 coppie di basi (bp); esso può 
quindi trasdurre solo geni che non siano più lontani 
di questa distanza (al massimo 2 min) sul cromoso- 
ma batterico. Di conseguenza, la frequenza relativa 
con cui geni batterici strettamente collegati sono co- 
trasdotti riflette accuratamente la loro separazione 
sul cromosoma batterico. I dettagli più fini della map- 
pa genetica di £. coli illustrati nella Fig. 27.18 sono 
stati chiariti mediante questo sistema di mappatura 
trasduzionale per mezzo del batteriofago P1. 


I virus vanno soggetti a complementazione 
e ricombinazione 


[216] La genetica dei virus può essere studiata esatta- 
mente come si studia quella degli organismi cellula- 
ri. Poiché i virus non hanno metabolismo, però, la 
loro presenza è di solito svelata dalla loro capacità 
di uccidere l’ospite. La presenza di batteriofagi vitali 
è convenientemente svelata dalla presenza di plac- 
che (punti chiari) in un tappeto di batteri su di una 


Figura 27.20 Una piastra da coltura coperta da un tappeto di £. coli 
su cui il batteriofago T4 ha formato delle placche. (Bruce Iverson.) 
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Infezione della cellula 
batterica ospite da 
parte di due ceppi di 
fago 


Celiula ospite 


Ricombinazione del 
DNA fagico 


Formazione di fagi 
ricombinanti 


Lisi della cellula È) 


Figura 27.21 La ricombinazione dei cromosomi di batteriofago si ve 
rifica nel caso di infezione simultanea dell'ospite batterico da parte 
di due ceppi di fagi che portano i geni Ab e aB8. 


piastra da coltura (Fig. 27.20). Le placche indicano 
i punti in corrispondenza dei quali delle singole par- 
ticelle virali si sono moltiplicate determinando la lisi 
dei batteri della zona. Un fago mutante, in grado di 
generare una progenie in particolari condizioni per- 
missive, viene individuato grazie alla sua incapacità 
di dare progenie in quelle condizioni restrittive 
in cui è vitale il fago di ceppo nativo. Queste condi- 
zioni, di solito, coinvolgono differenze nel ceppo del- 
l'ospite batterico utilizzato o nella temperatura. 

I virus vanno soggetti a complementazione. L’infe- 
zione simultanea di un batterio da parte di due di- 
verse varietà mutanti di un fago può generare una 
progenie nelle condizioni in cui nessuna delle due 
varietà di per sé sarebbe in grado di riprodursi. Se 
questo avviene, allora ciascun fago mutante deve aver 
fornito una funzione che non poteva essere fornita 
dall’altro. Si dice che ciascuna di queste funzioni ap- 
partiene a un diverso gruppo di complementazio- 
ne, un termine sinonimo di gene. 

Anche i cromosomi virali vanno soggetti a ricom- 
binazione. Questo capita quando una singola cellula 
viene simultaneamente infettata da due ceppi mu- 
tanti di un virus (Fig. 27.21). La dinamica della ri- 
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combinazione virale differisce da quella degli euca- 
rioti e dei batteri per il fatto che il cromosoma virale 
va soggetto a ricombinazione durante i numerosi ci- 
cli di replicazione del DNA che avvengono durante 
il ciclo vitale del virus. La progenie virale ricombi- 
nante consiste quindi di molti, se non tutti i possibi- 
li, tipi ricombinanti. 


L’unità di ricombinazione è una coppia di basi 


[1217] L’enorme frequenza a cui si riproduce un batte- 
riofago permette l’individuazione di eventi ricombi- 
nazionali che si verificano con una frequenza molto 
bassa, fino a uno in 108. Negli anni ’50, Seymour 
Benzer ha svolto studi genetici ad alta risoluzione 
della regione rIl del cromosoma del batteriofago 
T4. Questa regione di —4000 bp, che rappresenta 
circa il 2% del cromosoma di T4, è costituita da due 
gruppi di complementazione adiacenti designati rIIA 
e rIIB. In un ospite permissivo, E. coli B, una muta- 
zione che inattivi il prodotto di uno dei due geni de- 
termina la formazione di placche che si possono fa- 
cilmente identificare perché sono molto più grandi 
di quelle prodotte dal fago di ceppo nativo (la deno- 
minazione r sta per rapida lisi). Solo il ceppo nativo, 
però, liserà l’ospite restrittivo E. coli K12(}). La pre- 
senza di placche in una piastra di coltura di E. coli 
K120)) che sia stata simultaneamente infettata con due 
diversi mutanti rI/ dello stesso gruppo di complemen- 
tazione ha dimostrato che la ricombinazione può av- 
venire all’interno di un gene. Questo si opponeva a 
un modello allora largamente accettato del cromoso- 
ma in cui si riteneva che i geni fossero entità discre- 
te, quasi come perle su un filo, per cui la ricombina- 
zione fosse possibile solo tra geni intatti. La mappa- 
tura genetica di mutazioni in corrispondenza di ol- 
tre 3000 siti diversi nelle regioni rIIA e rIIB ha indi- 
cato che i geni, come i cromosomi, sono strutture li- 
neari non ramificate. 

Benzer ha anche dimostrato che un test di comple- 
mentazione tra due mutazioni sullo stesso gruppo 
di complementazione genera una progenie nell’ospi- 
te restrittivo quando le due mutazioni sono nella con- 
figurazione in cis (sullo stesso cromosoma; Fig. 
27.22a), ma non è in grado di farlo quandò esse sono 
nella configurazione in trans (su cromosomi fisica- 
mente diversi; Fig. 27.22b). Questo è dovuto al fatto 
che solo quando entrambe le mutazioni si trovano 
sullo stesso gene l’altro gene sarà funzionalmente in- 
tatto. Il termine cistrone è stato coniato per definire 
una unità genetica funzionale definita con il test di 
cis-trans. Questa parola è da allora divenuta sinoni- 
mo di gene o di gruppo di complementazione. 


(a) Mutazioni in cis (b) Mutazioni in trans 


Fenotipo Fenotipo 


nativo mutante 


Figura 27.22 Il test cis-trans. Prendete in considerazione un cromoso- 
ma che sia presente in due copie in cui due posizioni sullo stesso 
gene, P e Q, hanno mutanti difettivi (recessivi) p e g, rispettivamente. 
(a) Se le due mutazioni sono in cis (fisicamente sullo stesso cromoso- 
ma) un gene sarà di ceppo nativo così che l'organismo avrà un fenoti- 
po nativo. (b) Se le mutazioni sono in trans (su cromosomi fisicamen- 
te differenti), entrambi i geni saranno difettosi e l'organismo avrà un 
fenotipo mutante. 


Si è osservato che la ricombinazione di coppie di 
mutanti rll si verifica a frequenze di 0,01% (anche 
se in teoria si potrebbero individuare frequenze del- 
lo 0,0001%). Poiché una frequenza di ricombinazio- 
ne dell’1% in T4 corrisponde ad una separazione di 
240 bp tra i siti delle mutazioni, l’unità di ricombi- 
nazione non può essere superiore a 0,01x240=2,4 
bp. Per ragioni inerenti al meccanismo della ricom- 
binazione questa è una stima del limite superiore. 
Sulla base di mappatura genetica ad alta risoluzione 
si è quindi concluso che l’unità di ricombinazione 
è delle dimensioni di una singola coppia di basi. 


2. IL DNA E IL VETTORE 
DELL'INFORMAZIONE GENETICA 


[1218] Gli acidi nucleici sono stati isolati per la prima 
volta nel 1869 da Friedrich Miescher e così chiamati 
perché egli li trovò nei nuclei dei leucociti (cellule 
del pus) derivati da bende chirurgiche usate. La pre- 
senza degli acidi nucleici in altre cellule fu dimostra- 
ta nel giro di pochi anni ma non è stato che 75 anni 
dopo la loro scoperta che è stata definita la loro fun- 
zione biologica. 

Negli anni ’30, infatti, si riteneva, con quella che 
era chiamata l’ipotesi del tetranucleotide, che gli 
acidi nucleici avessero una sequenza monotonamen- 
te ripetuta di tutte e quattro le basi e non si sospetta- 
va quindi che essi avessero una funzione genetica. 
Invece generalmente si assumeva che i geni fossero 
proteine poiché le proteine erano le sole entità bio- 
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Particella fagica 

con involucro T_ 359 

marcato con 35S 22p 

e DNA marcato 

con 32P 

Il fago infetta E. colì; 
DNA marcato 
con 32p 


solo il DNA marcato 

entra nella cellula 
DNA replicato 
non marcato 


Involucri di fagi 
marcati con 3°S 


OÙ 


Il DNA parentale marcato 
con 32P si replica. Il DNA 


replicato non è marcato 


| fagi si assemblano; 
solo il DNA parentale è 
marcato con 32P. 
Alcuni fagi della progenie 
non sono marcati. Non ci 
sono tracce di involucri 
marcati con 3°S 
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la coltura è stata agitata in un frullatore in modo da 
staccare i fantasmi fagici dalle cellule batteriche. Que- 
sto violento trattamento non altera i batteri né il cor- 
so dell’infezione da parte dei fagi. Quando i fantasmi 
dei fagi sono stati separati dai batteri mediante cen- 
trifugazione, si è trovato che i fantasmi contenevano 
la maggior parte del 355 mentre i batteri conteneva- 
no la maggior parte del *°P. Inoltre, il 30% del ®P 
compare nella progenie dei fagi mentre solo 1°1% di 
355 fa lo stesso. Hershey e Chase hanno quindi con- 
cluso che solo il DNA del fago è essenziale per la 
generazione di una progenie. Il DNA quindi deve es- 
sere il materiale ereditario. In anni successivi, si è 
dimostrato che in un processo chiamato trasfezio- 
ne il DNA purificato del fago può, di per sé, indurre 
una normale infezione fagica in un ospite batterico 
trattato in modo appropriato (la trasfezione differi- 
sce dalla trasformazione per il fatto che quest’ultima 
deriva dalla ricombinazione del cromosoma batteri- 
co con un frammento di DNA omologo). 

Nel 1952, lo stato della conoscenza biochimica era 
tale che la scoperta di Hershey fu accettata molto più 
facilmente di quanto fosse stato fatto 8 anni prima 
con l’identificazione da parte di Avery del principio- 
trasformante. In pochi mesi, sorsero le prime specu- 
lazioni sulla natura del codice genetico e James Wat- 
son e Francis Crick furono ispirati a investigare la 
struttura del DNA. Nel 1955, fu dimostrato che le 
cellule somatiche degli eucarioti hanno il doppio del 
DNA delle corrispondenti cellule germinali. Quando 
quest’osservazione venne proposta come ulteriore in- 
dicazione del ruolo genetico del DNA, ci furono po- 
chi commenti anche se lo stesso si sarebbe potuto 
dire per qualunque altro componente cromosomico. 


Figura 27.27 Diagramma dell'esperimento di Hershey e Chase che 
dimostra come solo il componente di acido nucleico del batteriofago 
entri nell’ospite batterico durante l'infezione da parte del fago. 


[1221] Le cellule eucariotiche contengono un numero ca- 
ratteristico di coppie di cromosomi omologhi. Nella 
mitosi ciascuna cellula figlia riceve una copia di cia- 
scuno di questi cromosomi ma nella meiosi ciascun 
gamete che ne risulta riceve solo un membro di cia- 
scuna coppia omologa. La fecondazione è la fusione 
di due gameti aploidi che generano uno zigote diploide. 


Le leggi mendeliane dell’ereditarietà affermano che 
forme alternative di caratteri sicuramente puri sono 
codificati da alleli diversi dello stesso gene. Gli alleli 
possono essere dominanti, codominanti o recessivi A 
seconda del fenotipo dell’eterozigote. Geni diversi as- 
sortiscono indipendentemente a meno che siano sullo 
stesso cromosoma. Il collegamento tra geni sullo stes- 
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so cromosoma, però, non è mai completo a causa del 
crossing-over tra cromosomi omologhi durante la meio- 
si. La frequenza di ricombinazione tra i geni varia 
in funzione della loro separazione fisica poiché il 
crossing-over avviene essenzialmente a caso. Questo 
permette la costruzione di mappe genetiche. Se due 
caratteri recessivi siano allelici può essere determina- 
to mediante il test di complementazione. La natura 
dei geni è in gran parte definita dalla massima «un 
gene-un polipeptide». 

Il rapido ritmo di riproduzione dei batteri e dei bat- 
teriofagi permette l’identificazione di eventi genetici 
estremamente rari. I ceppi F* di batteri trasferisco- 
no una copia del loro fattore F alle cellule F7 per co- 
niugazione. In cellule Hfr il fattore F viene integrato 
nel cromosoma batterico. Le cellule Hfr trasferiscono 
la parte leader del loro fattore F, assieme a una parte 
del cromosoma batterico ad essa attaccata, con un 
ordine fisso, nella cellula F7 dove il frammento cro- 
mosomico si ricombina con il cromosoma FT. Que- 
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In questo capitolo esamineremo la struttura degli acidi 
nucleici ponendo l’accento sul DNA (la struttura 
dell’RNA è descritta in dettaglio nel paragrafo 30.2A), 
e discuteremo i metodi di purificazione, sequenzia- 
mento e sintesi chimica degli acidi nucleici. Conclu- 
deremo delineando come la tecnologia del DNA ri- 
combinante, che ha rivoluzionato lo studio della bio- 
chimica, venga usata per manipolare, sintetizzare ed 
esprimere il DNA. 


1. LA STRUTTURA CHIMICA 
E LA COMPOSIZIONE DELLE BASI 


[1224] La struttura chimica degli acidi nucleici è stata 
delucidata nei primi anni ’50 soprattutto grazie agli 
sforzi di Phoebus Levine seguiti da quelli di Alexan- 
der Todd. Gli acidi nucleici sono, con poche eccezioni, 
polimeri lineari di nucleotidi i cui fosfati uniscono le 
posizioni 3’ e 5’ di residui di zuccheri successivi (Fig. 
28.1). I fosfati di questi polinucleotidi, i gruppi fo- 
sfodiesterici, sono acidi così che, a pH fisiologici gli 
acidi nucleici sono polianioni. 


La composizione di basi del DNA è governata 
dalle regole di Chargaff 


225] Il DNA ha numeri uguali di adenine e di timine 
(A=T) e numeri uguali di guanine e citosine (G= C). 
Queste relazioni, note come regole di Chargaff, fu- 
rono scoperte alla fine degli anni ’40 da Erwin Char- 
gaff che, per primo, ideò metodi quantitativi affida- 
bili per la separazione (mediante cromatografia su 
carta) e l’analisi di idrolizzati di DNA. Chargaff tro- 
vò anche che la composizione di basi del DNA di 
un dato organismo è caratteristica di quell’organi- 


' 


Figura 28.1 (a) Il tetranucleotide adenil-3‘,5'-uridil-3’,5’-citidil-3‘,5°-gua- 
nilil-3-fosfato. | numeri degli atomi dello zucchero sono marcati con 
«» in modo da distinguerli dalle posizioni atomiche delle basi. Per 
convenzione, le sequenze polinucleotidiche vengono scritte con la 
loro estremità 5' a sinistra e la loro estremità 3’ a destra. Quindi leg- 
gendo da sinistra a destra il legame fosfodiestere lega residui vicini 
di ribosio in direzione 5" —— 3’. La suddetta sequenza può essere 
abbreviata come ApUpCpGp o anche solo AUCGp (dove una «p» 
a sinistra o a destra del simbolo di un nucleoside indica un legame 
fosforile al 5’ e/o al 3’ rispettivamente; vedere la Tabella 26.1 per 
altre definizioni di simboli). Il deossitetranucleotide corrispondente 
è abbreviato d(ApUpCpGp) o d(AUCGp). (b) Una rappresentazione 
schematica di AUCGp. Una linea verticale indica qui un residuo di 
ribosio, la base ad esso attaccata è indicata dalla corrispondente ab- 
breviazione a singola lettera e una linea diagonale fiancheggiante una 
«p» opzionale rappresenta un legame fosfodiestere. La numerazione 
degli atomi dei residui di ribosio, che è indicata qui, viene di solito 
omessa. L'equivalente rappresentazione di deossipolinucleotidi diffe- 
risce solo per l'assenza dei gruppi 2°-OH. 
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smo; essa è cioè indipendente tanto dal tessuto da 
cui viene estratto il DNA quanto dall’età dell’organi- 
smo, dal suo stato nutrizionale o da qualunque altro 
fattore ambientale. La base strutturale delle regole 
di Chargaff deriva dal carattere a doppia elica del 
DNA (paragrafo 28.2A). 

La composizione di basi del DNA varia ampiamen- 
te tra organismi differenti. Essa varia dal — 25 al 75% 
di G+C in specie diverse di batteri. Essa è, però, più 
o meno costante tra specie correlate; nei mammiferi, 
per esempio, G+C varia tra il 39 e il 46%. 

L’RNA, che di solito è presente come molecola a 
filamento singolo, non ha limitazioni apparenti nella 
sua composizione di basi. L’RNA a doppia elica, pe- 
rò, che comprende il materiale genetico di parecchi 
virus, obbedisce alle regole di Chargaff. Per contro, 
il DNA a filamento singolo, che è presente in alcuni 
virus, non segue le regole di Chargaff. Quando entra 
nell’organismo ospite, però, questo.DNA viene repli- 
cato formando una molecola a doppio filamento, che 
allora obbedisce alle regole di Chargaff. 


Le basi degli acidi nucleici 
possono essere modificate 


1226] Alcuni DNA contengono delle basi che sono de- 
rivati chimici delle basi standard. dA e dC, per esem- 
pio, nel DNA di molti organismi sono parzialmente 
sostituite da N°-metil-dA e da 5-metil-dC rispetti- 
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Le basi modificate vengono generate mediante mo- 
dificazioni enzimatiche sequenza-specifiche del DNA 
normale (paragrafi 28.6A e 31.7). I DNA modificati 
seguono le regole di Chargaff se le basi derivatizzate 
vengono considerate come equivalenti alle loro basi 
originarie. 

Sono analogamente derivatizzate molte basi nel- 
RNA e, in particolare, nel tRNA (paragrafo 30.2). 


L’RNA ma non il DNA è suscettibile di idrolisi 
catalizzata dalle basi 


1227] L’RNA è altamente suscettibile all’idrolisi cata- 


lizzata dalle basi tramite il meccanismo di reazione 
schematizzato nella Fig. 28.2 che genera una miscela 
di nucleotidi 2’ e 3’. Per contro, il DNA, che è privo 
di gruppi 2’-OH, è resistente all’idrolisi catalizzata 
dalle basi ed è quindi chimicamente molto più stabi- 
le dell’RNA. 

Questa è molto probabilmente la ragione per cui il 
DNA anziché }’RNA si è evoluto come archivio gene- 
tico cellulare. 
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Figura 28.2 Il meccanismo dell'idrolisi dell'RNA catalizzata dalle ba- 
si. La deprotonazione indotta dalla base del gruppo 2'-OH facilita 
il suo attacco nucleofilico sull'atomo di fosforo adiacente tagliando 
quindi l’impalcatura dell'RNA. Il risultante gruppo 2’,3*-fosfato cicli 
co successivamente si idrolizza a 2’ o 3‘-fosfato. Notate che l’idrolisi 
dell'RNA catalizzata dall'’RNasi segue una sequenza di reazioni pres- 
socché identica (paragrafo 14.1A). 
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Figura 28.5 La struttura del DNA-B rappresentata con un disegno a 
sfere e bastoncini ed i corrispondenti modelli spaziali generati al com- 
puter. L'elica ripetitiva è basata sulla struttura ai raggi X del dodeca- 
mero autocomplementare dICGCGAATTCGCG) determinata da Ri 
chard Dickerson e Horace Drew. (a) Vista perpendicolare all'asse del- 
l'elica. Nel disegno l’impalcatura di zucchero-fosfato, che si avvolge 
alla periferia della molecola, è blu, e le basi, che occupano la sua 
parte centrale, sono rosse. Nel modello spaziale gli atomi di C, N, 
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O e P sono rispettivamente bianchi, blu, rossi e verdi. Notate come 
le due catene di zuccheri-fosfati corrano in direzioni opposte. (b) (pa- 
gina a lato) Vista lungo l’asse dell'elica. Nel disegno, gli atomi di 
O dell'anello di ribosio sono rossi e la più vicina coppia di basi è 
bianca. Notate come l’asse dell'elica passi attraverso le coppie di ba- 
si, così che l’elica ha un nucleo solido. (Copyright © Irving Geis. 
Grafica al computer per gentile concessione di Robert Stodola, Fox 
Chase Cancer Center.) 
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continua Figura 28.56 


poiché le basi aromatiche hanno uno spessore di 
van der Waals di 3,4 À e sono parzialmente inco- 
lonnate l’una sull’altra (incolonnamento di ba- 
si; Fig. 28.5b), l'elica ha un passo (innalzamento 
per giro) di 34 À. 


La caratteristica più notevole della struttura secondo 
Watson e Crick è che essa può accettare solo due tipi 
di coppie di basi: ciascun residuo di adenina si deve 
«ppaiare con un residuo di timina e viceversa e cia- 
scun residuo di guanina si deve appaiare con un resi 
duo dl citosina e viceversa. La geometria di queste 
coppie A - T e G - C, le cosiddette coppie di basi se- 
condo Watson e Crick, è illustrata nella Fig. 28.6. 
:Sì può notare che entrambe queste coppie di basi so- 
no interscambiabili nel senso che possono sostituirsi 
luna con l’altra nella doppia elica senza alterare la 
posizione degli atomi C(1') dello scheletro di succheri- 
fosfati. Analogamente, la doppia elica non è alterata 


Figura 28.6 Le coppie di basi secondo il modello di Watson e Crick. 
La linea che unisce gli atomi C(1‘) ha la stessa lunghezza in entrambe 
le coppie di basi e produce gli stessi angoli con i legami glicosidici 
rispetto alle basi. Questo dà al DNA una serie di assi di pseudosim- 
metria (a cui spesso ci si riferisce come agli assi diadici) che passano 
per il centro di ciascuna coppia di basi (linea rossa) e sono perpendi- 
colari all'asse dell'elica. Notate che la coppia di basi A - T si associa 
tramite due legami idrogeno mentre la coppia G-C è unita da tre 
legami idrogeno. (Fonte: ARNOTT, S., Dover, S. D. e WONACOTT, A. |., 
Acta Cryst., B25, p. 2196 (1969).) 
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Figura 28.7 La dimostrazione della natura semiconservativa della re- 
plicazione del DNA in £. colî. Il DNA in una soluzione di CsCl di 
densità 1,71 g- cm73 viene sottoposto ad ultracentrifugazione all’e- 
quilibrio in gradiente di densità a 140 000 g in una ultracentrifuga 
analitica (un dispositivo in cui il campione che gira può essere osser- 
vato otticamente). L'enorme accelerazione centrifuga induce la for- 
mazione da parte di CsCl di un gradiente di densità in cui il DNA 
migra in corrispondenza della sua densità di galleggiamento. | pan- 
nelli a sinistra sono fotografie dell’assorbimento degli UV delle celle 
dell'ultracentrifuga (il DNA assorbe fortemente la luce UV) e sono 
arrangiati in modo che le regioni di uguale densità abbiano la stessa 
posizione in orizzontale. | pannelli in mezzo sono tracce microdensi- 
tometriche delle fotografie corrispondenti in cui lo spostamento verti- 
cale è proporzionale alla concentrazione del DNA. La densità di gal- 
leggiamento del DNA aumenta con il suo contenuto di 15N. Le ban- 
de più lontane verso destra (raggio e densità maggiori) derivano dal 
DNA che è interamente marcato con !5N, mentre il DNA non mar- 
cato, che è 0,014 g- cm73 meno denso, forma le bande più a sini- 
stra. Le bande nella posizione intermedia derivano dal DNA duplex 
in cui un filamento è marcato con !5N e l’altro filamento non lo 
è. | disegni interpretativi associati (a destra) indicano i numeri relativi 
dei filamenti di DNA donati in ciascuna generazione dalle molecole 
genitrici originali (b/u, marcati con !5N) e sintetizzati da generazioni 
successive (rosso, non marcati). (Fonte: MEsELSON, M. e STAHL, F. W., 
Proc. Natl. Acad. Sci., 44, P. 674, 1958.) 


Abi 


to avvolto intorno ad un buco cilindrico di 6 À di 
diametro. La maggior parte degli oligonucleotidi au- 
tocomplementari con meno di 10 paia di basi, per 
esempio d(GGCCGGCC) e d(GGTATACO), cristallizza- 
no nella conformazione del DNA-A. Come il DNA-B, 
queste molecole mostrano una notevole variazione 
conformazionale sequenza-specifica. Non è stato di- 
mostrato che il DNA-A esista în vivo anche se alcune 
osservazioni sperimentali suggeriscono che certi seg- 
menti di DNA assumano normalmente la conforma- 
zione A. 

I batteri gram-positivi che vanno incontro a sporu- 
lazione contengono una notevole proporzione (20%) 
di piccole proteine della spora solubili in acido 
(SAPS). Alcune di queste SAPS determinano l’assun- 
zione da parte del DNA-B della conformazione A, 
per lo meno in vitro. Il DNA delle spore batteriche 
mostra una resistenza al danno causato da UV che 
è abolita nei mutanti privi di queste SAPS. Questo 
avviene, molto probabilmente, grazie al fatto che il 
cambiamento conformazionale B — A inibisce la 
formazione dei dimeri di timina indotta dagli UV 
(paragrafo 31.5A) aumentando la distanza tra resi- 
dui di timina successivi. 


Il DNA-Z forma un’elica sinistrorsa 


1234] Occasionalmente un sistema apparentemente 
ben noto o per lo meno familiare mostra caratteristi- 
che inaspettate. Oltre 25 anni dopo la scoperta della 


struttura secondo Watson e Crick, la determinazio- 
ne della struttura di un cristallo di d(CGCGCG) ad 
opera di Andrew Wang e di Alexander Rich ha ri- 
velato, a sorpresa, una doppia elica sinistrorsa (Fig. 
28.9; Tabella 28.1). Un’elica simile è formata da 
d(CGCATGCG). Questa elica, che è stata denominata 
DNA-Z, ha 12 coppie di basi in accordo con l’appaia- 
mento secondo Watson e Crick per giro, un passo di 
45 À e, contrariamente al DNA-A, una scanalatura 
secondaria profonda e una scanalatura principale non 
distinguibile. I DNA-Z assomiglia quindi come aspetto 
a una punta di trapano sinistrorsa. Le coppie di basi 
nel DNA-Z sono girate di 180° rispetto a quelle del 
DNA-B (Fig. 28.10) attraverso cambiamenti confor- 
mazionali discussi nel paragrafo 28.3B. Come conse- 
guenza, l’unità ripetitiva del DNA-Z è un dinucleoti- 
de, d(XpYp), invece che un singolo nucleotide come 
nelle altre eliche di DNA. In questo caso, X è di solito 
un residuo di pirimidina e Y è di solito un residuo 
di purina poiché la purina assume una conformazio- 
ne che non sarebbe stericamente favorevole nella pi- 
rimidina. La linea che unisce gruppi fosfato successi- 
vi su di un filamento polinucleotidico di DNA-Z pro- 
cede quindi a zig zag intorno all’elica (Fig. 28.9a; da 
ciò il nome DNA-Z) invece che seguendo una curva 
dolce come nei DNA-A e -B (Figg. 28.5a e 28.80). 

Studi condotti sulla fibra di DNA mediante diffra- 
zione e NMR hanno mostrato che dei polinucleotidi 
complementari formati da purine e pirimidine alter- 
nate, come poli d(GC) - poli d(GC) o poli d(AC) - poli 
A(GT), assumono la conformazione del DNA-Z ad al- 
te concentrazioni saline. 

Evidentemente, la conformazione del DNA-Z viene 
assunta più facilmente da segmenti di DNA con se- 
quenze di basi puriniche e pirimidiniche alternate (per 
ragioni strutturali spiegate nel paragrafo 28.3B). Una 
alta concentrazione di sali stabilizza il DNA-Z rispet- 
to al DNA-B riducendo le repulsioni elettrostatiche, 
altrimenti aumentate, tra i gruppi fosfato su filamenti 
opposti, che sono più vicini (8 À nel DNA-Z contro 
12 À nel DNA-B). Anche la metilazione in corrispon- 
denza di C(5) dei residui di citosina, una modificazio- 
ne biologica comune (paragrafo 31.7), promuove la 
formazione di DNA-Z dato che un gruppo metilico 
idrofobico in questa posizione è meno esposto al sol- 
vente nel DNA-Z che nel DNA-B. 

Ma il DNA-Z ha un significato biologico? Rich ha 
proposto che la conversione reversibile di segmenti 
specifici di DNA-B a DNA-Z in circostanze appropria- 
te funzioni come una sorta di interruttore nella re- 
golazione dell’espressione genetica. L'esistenza in vi- 
vo, però, del DNA-Z si è dimostrata difficile da pro- 
vare. Uno dei problemi principali è dimostrare che 
una particolare sonda usata per distinguere il DNA-Z, 
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Figura 28.9 Disegni a sfere e bastoncini e i corrispondenti modelli 
spaziali del DNA-Z visto {a) perpendicolarmente all'asse dell'elica e 
{b) (pagina a fronte) lungo l’asse dell'elica. Il codice dei colori è dato 
nella Fig. 28.5. L'elica ripetitiva è stata generata da Richard Dicker- 
son basandosi sulla struttura aì raggi X dell'esamero autocomplemen- 
tare d(CGCGCG) determinata da Andrew Wang e Alexander Rich. 
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Notate che l'elica è sinistrorsa e che le catene di zuccheri-fosfati se- 
guono un andamento a zig zag (residui di ribosio alternati giacciono 
a raggi diversi nella Parte b) indicando che il motivo ripetuto del 
DNA-Z è un dinucleotide. Paragonate questa figura con le Fig. 28.5 
e 28.8. (Copyright © Irving Geis. Grafica al computer per gentile 
concessione di Robert Stodola, Fox Chase Cancer Center.) 
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continua Figura 28.9b 


DNA-B < 


Figura 28.10 La conversione del DNA-B in DNA-Z, qui rappresentata 
da un segmento di 4 bp, coinvolge una rotazione di 180° di ciascuna 
coppia di basi (frecce ricurve) relativamente alle catene di zuccheri- 
fosfati. Qui le diverse facce delle coppie di basi sono colorate in 
fosso e in verde. (Fonte: RicH, A., NORDHEIM, A. e WANG, A. H.)., 
Annu. Rev. Biochem., 53, p. 799, 1984.) 
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Figura 28.11 Fotografia al microscopio elettronico di un batteriofago 
T2 che è stato osmoticamente lisato in acqua distillata in modo da 
far fuoriuscire il suo DNA. Senza trattamenti speciali il DNA duplex, 
che ha un diametro di soli 20 A, è difficile da vedere al microscopio 
elettronico. Nella procedura di Kleinschmidt il DNA viene portato 
a -—200 À di diametro coprendolo con citocromo c denaturato 0 
con qualche altra proteina basica. La preparazione è resa visibile al 
microscopio elettronico oscurandola con platino. (Fonte: KLEINSCHMIDT, 
A. K., Lanc, D., JACHERTS, D. e ZAHN, R. K., Biochim. Biophys. Acta, 
61, p. 861, 1962)) 
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Figura 28.15 Un esempio della curva di fusione del DNA. L'assorbi- 
mento relativo è il rapporto dell’assorbimento (di solito misurato a 
260 nm) alle temperature indicate con quello a 25 °C. La temperatu- 
ra di fusione, Tm, è la temperatura a cui si raggiunge la metà dell’in- 
cremento massimo dell'assorbimento. 
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Figura 28.16 La variazione delle temperature di fusione, Tm, di vari 
DNA in funzione del loro contenuto di G + C. 1 DNA sono stati sciolti 
in una soluzione contenente 0,15m NaCl e 0,015m Na citrato. (Fon- 


te: MARMUR, ). e Dov, P., /. Mol. Biol., 5, p. 113, 1962.) 
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28.16), il che indica che le coppie G-C unite da un 
triplo legame idrogeno sono più stabili delle coppie 
A-T unite da un doppio legame idrogeno. 


Il DNA denaturato può essere rinaturato 


240] Se una soluzione di DNA denaturato viene ra- 
pidamente raffreddata sotto la sua T\, il DNA risul. 
terà appaiato solo parzialmente (Fig. 28.17) poiché 
i filamenti complementari non avranno tempo suffi- 
ciente per trovarsi l’uno con l’altro prima che le strut- 
ture parzialmente appaiate diventino effettivamente 
«congelate». Se però la temperatura viene mantenuta 
-25 °C sotto Tm, ci sarà disponibile abbastanza 
energia termica perché corte regioni di basi appaiate 
si riarrangino aprendosi e riformandosi ma non ce 
ne sarà abbastanza per aprire lunghi tratti comple- 
mentari. In queste condizioni di riassociazione 
(annealing), come ha scoperto nel 1960 Julius Mar- 
mur, il DNA denaturato alla fine si rinatura comple- 
tamente. Analogamente, filamenti complementari di 
RNA e DNA con un processo chiamato ibridizza- 
zione formano doppie eliche ibride di RNA-DNA che 
sono solo leggermente meno stabili delle corrispon- 
denti doppie eliche di DNA. 
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Figura 28.17 Una rappresentazione schematica della struttura non 
perfettamente appaiata assunta dal DNA che è stato denaturato al 
calore e quindi rapidamente raffreddato. Notate come possa verificar- 
si l'aggregazione sia intramolecolare che intermolecolare. 
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B. Le conformazioni 
della catena di zuccheri-fosfati 


241] La conformazione di un’unità nucleotidica, co- 
me indica la Fig. 28.18, è specificata dai sei angoli 
di torsione dello scheletro di zuccheri-fosfati e dal- 
l'angolo di torsione che descrive l'orientamento del- 
la base intorno al legame glicosidico (il legame che 
unisce C(1‘) alla base). Potrebbe sembrare che questi 
sette gradi di libertà per nucleotide possano rendere 
i polinucleotidi altamente flessibili. Come vedremo, 
però, questi angoli di torsione sono soggetti ad una 
varietà di limitazioni interne che restringono enor- 
memente la loro libertà di conformazione. 
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Figura 28.18 La conformazione di una unità nucleotidica è determi. 


nata dai sette angoli di torsione indicati. 


Figura 28.19 Gli orientamenti stericamente 
ammessi delle basi puriniche e pirimidi- 
niche rispetto alle unità di ribosio ad esse 
attaccate. 
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Gli angoli di torsione intorno 
ai legami glicosidici 
hanno una o due posizioni stabili 


[1242] La rotazione di una base intorno al suo legame 


glicosidico è enormemente ostacolata, come si vede 
bene mediante la manipolazione di un modello spa- 
ziale della molecola. I residui di purine hanno due 
orientamenti stericamente permessi relativamente al- 
lo zucchero noti come le conformazioni syn (dal gre- 
co: con) e anti (dal greco: contro) (Fig. 28.19). Per 
le pirimidine, si forma facilmente solo la conforma- 
zione anti perché nella conformazione syn il residuo 
di zucchero interferisce stericamente con il sostituente 
C(2) della pirimidina. Nella maggior parte degli acidi 
nucleici a doppia elica tutte le basi sono nella confor- 
mazione anti. L’eccezione è il DNA-Z (paragrafo 
28.2B), in cui i residui alternati di pirimidine e puri- 
ne sono rispettivamente anti e syn. Questo spiega l’al- 
ternanza pirimidine-purine del DNA-Z. Le rotazioni 
delle coppie di basi, infatti, che convertono il DNA-B 
in DNA-Z (Fig. 28.10) sono generate ruotando ciascu- 
na base purinica intorno al suo legame glicosidico 
dalla conformazione anti alla conformazione syn, 
mentre gli zuccheri ruotano nei nucleotidi pirimidi- 
nici mantenendo quindi la loro conformazione anti. 


Il ripiegamento dell’anello di ribosio 
è limitato solo a pochi 
dei suoi possibili arrangiamenti 


[1243] L’anello di ribosio ha un certo grado di flessibi- 
lità che influenza significativamente la conformazio- 
ne dello scheletro di zucchero-fosfato. Gli angoli al 
vertice di un pentagono regolare sono di 108°, un 
valore molto vicino all’angolo del tetraedro (109,5°), 
così che ci si potrebbe aspettare che l’anello di ribo- 
furanosio sia quasi piatto. I sostituenti dell’anello, tut- 
tavia, sono eclissati quando l’anello è planare. Per al 
leviare l’affollamento che ne risulta, che si riscontra 
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Le coppie di basi A-T senza costrizioni 
assumono la geometria di Hoogsteen 


246] Quando derivati monomerici di adenina e ti- 
mina sono cocristallizzati, le coppie di basi A - T che 
si formano hanno invariabilmente l’N(7) dell’adeni- 
na come accettore di legame idrogeno (geometria. 
di Hoogsteen; Fig. 28.23b) invece che I’N(1) (geome- 
tria di Watson-Crick; Fig. 28.6). Questo suggerisce che 
la geometria di Hoogsteen sia intrinsecamente più 
stabile per la coppia A + T di quanto lo sia la geome- 
tria di Watson-Crick. Apparentemente sono altre in- 
fluenze steriche ed ambientali che rendono la geo- 
metria di Watson-Crick il sistema preferito di appaia- 
mento di basi nelle doppie eliche. Le coppie A -T 
con geometria di Hoogsteen hanno cionondimeno im- 
portanza biologica; esse, per esempio, contribuisco- 
no a stabilizzare la struttura terziaria dei tRNA (pa- 
ragrafo 30.2B). Per contro, le coppie monomeriche 
G-C cocristallizzano sempre seguendo la geometria 
di Watson-Crick in conseguenza delle loro strutture 
legate da legami idrogeno tripli. 


Le coppie di basi che non seguono il modello 
di Watson e Crick hanno scarsa stabilità 


[247] Le basi di una doppia elica, come abbiamo vi- 
sto (paragrafo 28.2A), si associano in modo che qua- 
lunque posizione di coppia di basi possa indifferen- 
temente essere A - T, T- A, G-C o C-G senza influen- 
zare la conformazione delle catene di zucchero- 
fosfato. Si potrebbe ragionevolmente supporre che 
questi requisiti di complementarietà geometrica 
delle coppie di basi secondo il modello di Watson 
e Crick, A con T e G con C, sia l’unica ragione per 
cui non si trovano altre coppie di basi in un ambien- 
te a doppia elica. Questo è ciò che si è creduto per 
anni dopo la scoperta della doppia elica di DNA. 

Alla fine, l'impossibilità di trovare coppie di basi 
diverse da A con T (0 U) e da G con C in ambienti 
non ad elica, ha portato Richard Lord e Rich a dimo- 
strare, mediante studi di spettroscopia, che solo le 
coppie di basi secondo Watson e Crick hanno una 
alta affinità reciproca. La Fig. 28.24a mostra lo spet- 
tro agli infrarossi (IR) nel tratto N-H dei derivati di 
guanina e citosina, sia separati che come miscela. La 
banda nello spettro della miscela G+C che non è pre- 
sente negli spettri di nessuno dei suoi due compo- 
nenti è indicativa di una interazione specifica di tipo 
legame idrogeno tra G e C. Una tale associazione che 
può avvenire sia tra molecole simili che non simili, 
può essere descritta dalle ordinarie equazioni dell’a- 
zione di massa: 
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Tabella 28.3 Costanti di associazione per la formazione 
di coppie di basi 


Coppia di basi K(M7?)* 


r——m__—————t_+++!—rcc-c 


o ___—_—z 


Autoassociazione 


A-A 3g 
U-U 6,1 
C.C 28 
G-G 103-104 
Coppie di basi secondo il modello di Watson-Crick 
A-U 100 
G-C 104-105 


n e E e e 


* Dati misurati in deuterocloroformio a 25 °C. 


Fonte: Kvogoxu, Y., Loro, R.C. e Ric, A., Biochim. Biophys. Acta, 179, p. 
10, 1969. 
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B,+B, == B, - Ba K= 
See 3 [B:J[Ba] 


[28.1] 


Dalle analisi di spettri agli IR come quelli della Fig. 
28.24 sono stati determinati i valori di K delle varie 
coppie di basi. Le costanti di autoassociazione delle 
basi secondo Watson e Crick sono date nella parte 
superiore della Tabella 28.3 (l’associazione di tipo le- 
game idrogeno di molecole simili è indicata dalla com- 
parsa di nuove bande agli IR con l’aumento della con- 
centrazione della molecola). Nella parte inferiore della 
Tabella 28.3 sono elencate le costanti di associazione 
delle coppie di Watson e Crick. Notate che ciascuno 
di questi ultimi valori è superiore alle costanti di au- 
toassociazione di entrambe le basi componenti così 
che si formano di preferenza le coppie di basi secon- 
do Watson e Crick a partire dai loro costituenti. Per 
contro, le coppie di basi non in accordo con il model- 
lo di Watson e Crick, A - C, A-G, C-U e G-U, qua- 
lunque sia la loro geometria, hanno costanti di asso- 
ciazione che sono trascurabili se paragonate alle co- 
stanti di associazione di autoappaiamento dei loro co- 
stituenti (Fig. 28.24b). Evidentemente, una seconda ra- 
gione per cui non ci sono appaiamenti che non seguo- 
no il modello di Watson e Crick nel DNA a doppia 
elica è che essi hanno una stabilità relativamente scar- 
sa. Per contro, la presenza esclusiva di coppie di basi 
secondo il modello di Watson e Crick nel DNA deri 
va, in parte, da una complementarietà elettroni- 
ca che combina A con T e G con C. La base teorica 
di questa complementarietà elettronica, che è un'os- 
servazione sperimentale, non è chiara. Questo è do- 
vuto al fatto che le approssimazioni intrinseche nei 
trattamenti teorici dei giorni nostri le rendono inca- 
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Figura 28.24 Gli spettri all’IR, nel tratto N-H, di derivati di guanina, 
citosina e adenina, sia separati che nelle miscele indicate. Il solvente, 
CDCI:, non forma legami idrogeno con le basi ed è relativamente 
trasparente nella gamma di frequenza che interessa. (a) G+C. La li- 
nea nello spettro più in basso, che è la somma dei due spettri più 
in alto, è lo spettro calcolato per molecole di G +C non interagenti. 
ia banda vicina a 3 500 cm7! nello spettro di G+C osservato è 
indicativa di un'associazione specifica con legami idrogeno tra G e 
C. (b) G+A. La stretta somiglianza tra lo spettro osservato e quello 
calcolato per una miscela di G + A indica che G ed A non interagisco- 
no significativamente. (Fonte: KYocoku, Y., Loro, R.C. e RICH, A., 
Science, 154, p. 5109, 1966.) 


paci di rendere accuratamente conto dei pochi 
kJ- mol! di differenza energetica tra le associazio- 
ni di tipo legami idrogeno specifici e non specifici. 
I segmenti a doppia elica di molti RNA, tuttavia, con- 
tengono occasionalmente coppie di basi che non se- 
guono il modello di Watson e Crick, molto spesso 
G- U, che hanno significato tanto funzionale quanto 
strutturale (paragrafi 30.2B e 30.2D). 


I legami idrogeno non stabilizzano il DNA 


4248] È chiaro che i legami idrogeno sono essenziali 
per la specificità dell’appaiamento di basi nel DNA 
che è, in definitiva, responsabile dell’enorme fedeltà 
richiesta per replicare il DNA virtualmente senza er- 
rori (paragrafo 31.3D). Però, come è anche vero per 
le proteine (paragrafo 7.4B), i legami idrogeno contri- 
buiscono poco alla stabilità della doppia elica. Per 
esempio, l’aggiunta del relativamente non polare eta- 
nolo a una soluzione acquosa di DNA, che rafforza 
i legami idrogeno, destabilizza la doppia elica come 
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è indicato dalla sua diminuita Tm. Questo è dovuto 
al fatto che le forze idrofobiche, che sono in gran 
parte responsabili della stabilità del DNA (paragrafo 
28.3D), sono smembrate da solventi non polari. Per 
contro, i legami idrogeno delle coppie di basi del DNA 
nativo sono sostituiti nel DNA denaturato da legami 
idrogeno energeticamente più o meno equivalenti tra 
le basi e l’acqua. 
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D. L'incolonnamento delle basi 
e le interazioni, idrofobiche 


1249) Le purine e le pirimidine tendono a formare este- 
se colonne di molecole planari parallele. Questo è sta- 
to osservato nella struttura degli acidi nucleici (Figg. 
28.5, 28.8 e 28.9) e nelle svariate centinaia di struttu- 
re ai raggi X descritte di cristalli contenenti basi di 
acidi nucleici. In queste strutture, le basi sono di soli- 
to parzialmente sovrapposte (Fig. 28.25). Le struttu- 
re, infatti, di cristalli di basi chimicamente correlate 
mostrano spesso uno schema di incolonnamento si- 
mile. Apparentemente le interazioni per incolonna- 
mento, che nello stato solido sono una forma di inte- 
razioni di van der Waals (paragrafo 7.4A) hanno una 
qualche specificità anche se certamente non grande 
quanto l’appaiamento delle basi. 


Le basi degli acidi nucleici si incolonnano 
in soluzione acquosa 


[1250] Le basi si aggregano in soluzione acquosa come 
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924 Capitolo 28 


dabili delle conformazioni molecolari. Possiamo pe- 
rò fare delle osservazioni sperimentali. 

La temperatura di fusione del DNA duplex aumenta 
con la concentrazione dei cationi poiché questi ioni 
schermano elettrostaticamente i gruppi fosfato anio- 


x 


nici l’uno dall’altro. La relazione osservata per Na* È 
T,,=41,1 XG+c+ 16,6 loglNa*]+81,5 [28.4] 


dove Xc+c è la frazione molare di coppie di ba- 
si G-C (ricordate che Tm aumenta con il contenu- 
to di G+C); l'equazione è valida nelle gamme 
0,3<Xc+c<0,7 e 107*M<[Na*]<1;0m. Altri cationi 
monovalenti come Lit e K+ hanno analoghe intera- 
zioni non specifiche con i gruppi fosfato. I cationi 
divalenti, come Mg?*, Mn?* e Co**, per contro, si 
legano specificamente ai gruppi fosfato così che i ca- 
tioni divalenti sono molto più efficaci come agenti 
schermanti gli acidi nucleici dei cationi monovalenti. 
Uno ione Mg2*, per esempio, ha un'influenza sulla 
doppia elica del DNA paragonabile a quella di 
100-1 000 ioni Na*. Gli enzimi, infatti, che mediano 
delle reazioni con gli acidi nucleici o anche con sem- 
plici nucleotidi (come ATP) di solito hanno bisogno 
di Mg?* per essere attivi. 
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4. IL FRAZIONAMENTO 
DEGLI ACIDI NUCLEICI 


[1253] Nel Capitolo 5 abbiamo preso in considerazio- 
ne le procedure più comunemente usate per isolare 
e caratterizzare, almeno in parte, le proteine. La mag- 
gior parte di questi metodi, spesso con alcune modi- 
ficazioni, sono anche regolarmente usati per frazio- 
nare gli acidi nucleici in base alle loro dimensioni, 
composizione e sequenza. Ci sono anche molte tecni- 
che che si possono applicare solo agli acidi nucleici. 
In questo paragrafo delineeremo alcune delle proce- 
dure di separazione più utili che sono specifiche per 
gli acidi nucleici. 


A. Metodi in soluzione 


254] Gli acidi nucleici sono invariabilmente associa- 
ti con proteine. Una volta che le cellule sono state 
aperte (paragrafo 5.18) gli acidi nucleici devono esse- 
re privati delle proteine. Questo si può ottenere agi- 
tando (molto cautamente se si vuole isolare DNA ad 
alto peso molecolare) la miscela di proteine-acidi nu- 
cleici con una soluzione di fenolo e/o con una misce- 
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la di CHClz-alcol isoammilico così che le proteine 
precipitano e possono essere rimosse mediante cen- 
trifugazione. Alternativamente, le proteine possono 
essere dissociate dagli acidi nucleici tramite deter- 
genti, cloruro di guanidio, o alte concentrazioni di 
sali, oppure possono essere degradate enzimaticamen- 
te da proteasi come la pronasi. In tutti i casi gli acidi 
nucleici, una miscela di RNA e DNA, possono essere 
isolati mediante precipitazione con etanolo. L’RNA 
può essere recuperato da questi precipitati trattan- 
doli con DNasi pancreatica che elimina il DNA. Al 
contrario, il DNA può essere liberato dall’RNA me- 
diante trattamento con RNasi. Alternativamente, sia 
RNA che DNA possono essere separati mediante ul 
tracentrifugazione (paragrafo 28.4D). 

In tutte queste e nelle successive manipolazioni, gli 
acidi nucleici devono essere protetti dalla degrada- 
zione da parte delle nucleasi che si trovano sia nei 
materiali sperimentali che sulle nostre mani. Le nu- 
cleasi possono essere inibite dalla presenza di agenti 
chelanti come l’EDTA, che sequestra gli ioni metalli- 
ci divalenti di cui le nucleasi hanno bisogno per svol- 
gere la loro attività. Nei casi în cui non si possa tolle- 
rare alcuna attività nucleasica, tutta la vetreria deve 
essere autoclavata per denaturare col calore le nu- 
cleasi e lo sperimentatore dovrebbe indossare guanti 
di plastica. Cionondimeno, gli acidi nucleici si ma- 
neggiano più facilmente delle proteine perché il fat- 
to di essere privi di una struttura terziaria li rende, 
nella maggior parte dei casi, relativamente tolleranti 
a condizioni estreme. 


B. La cromatografia 


[255] Molte delle tecniche cromatografiche che ven- 
gono usate per separare le proteine (paragrafo 5.3) 
si possono anche applicare agli acidi nucleici. La cro- 
matografia su carta e la cromatografia su strato sotti- 
le sono utili per il frazionamento di oligonucleotidi. 
Esse sono state ampiamente sostituite, tuttavia, dalla 
più potente tecnica dell’HPLC, in particolare da quel- 
la che usa la cromatografia in fase inversa. Gli acidi 
nucleici più grossi sono spesso separati mediante pro- 
cedure che comprendono la cromatografia a scam- 
bio ionico e la cromatografia per gel filtrazione. 


L’idrossiapatite lega il DNA a doppia elica 
più saldamente di quello a filamento singolo 


[256] L’idrossiapatite (una forma di calcio fosfato; pa- 
ragrafo 5.3E) è particolarmente utile nella purifica- 
zione cromatografica e nel frazionamento del DNA. 
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Il DNA a doppia elica si lega all’idrossiapatite più 
strettamente di quanto facciano la maggior parte delle 
altre molecole. Il DNA, di conseguenza, può essere 
rapidamente isolato passando un lisato cellulare at- 
traverso una colonna di idrossiapatite, lavando la co- 
lonna con un tampone fosfato dalla concentrazione 
abbastanza bassa da liberare solo RNA e proteine, 
ed eluendo quindi il DNA con una soluzione concen- 
trata di fosfati. 

Il DNA a singola elica viene eluito dall’idrossiapati- 
te a una concentrazione di fosfato più bassa rispetto 
a quella necessaria per eluire il DNA a doppia elica 
(Fig. 28.28). Questo fenomeno costituisce la base di 
una tecnica, nota come cromatografia termica, che 
separa il DNA a seconda della sua composizione di 
basi. Una colonna di idrossiapatite a cui sia legato 
del DNA a doppia elica viene eluita con un tampone 
fosfato che determini il rilascio solo di DNA a singo- 
la elica mentre viene rapidamente aumentata la tem- 
peratura della colonna stessa. Appena il DNA si apre 
e viene convertito in filamento singolo, viene eluito 
dalla colonna. Poiché la T di un DNA duplex varia 
con il suo contenuto di G+C (Ed. [28.4]), la cromato- 
grafia termica permette il frazionamento del DNA 


a doppia elica a seconda della sua composizione di 
basi. 


Gli RNA messaggeri possono essere isolati 
mediante cromatografia per affinità 


[1257] La cromatografia per affinità è utile nell’isola- 
mento di acidi nucleici specifici. La maggior parte 
degli RNA messaggeri (mRNA) degli eucarioti, per 


DNA a filamento 
singolo 


DNA a doppio 
filamento 


[P,] 0» 


0,1 


Assorbimento relativo a 260 nm 


0 10 20 30 40 
Numero della frazione 


Figura 28.28 La separazione cromatografica di DNA a singolo fila- 
mento e di DNA duplex su idrossiapatite mediante eluizione con una 
soluzione a concentrazione di fosfati progressivamente crescente. 
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esempio, presentano una sequenza di poli(A) all’e- 
stremità 3’ (paragrafo 28.44). Questi mRNA posso- 
no essere isolati su agarosio o su cellulosa a cui sia 
stato attaccato covalentemente del poli(U). Le sequen- 
ze di poli(A) si legano specificamente al poli(U) com- 
plementare a basse temperature e alti sali e possono 
poi essere rilasciate alterando queste condizioni. Inol- 
tre, se la sequenza (parziale) di un MRNA è nota (per 
esempio è stata dedotta dalla corrispondente sequen- 
za di amminoacidi della proteina), può essere sinte- 
tizzato il filamento di DNA ad essa complementare 
(con metodi discussi nel paragrafo 28.7) e lo si può 
usare per isolare quel particolare mRNA. 


C. L’elettroforesi 


[1258] Gli acidi nucleici di un dato tipo possono essere 
separati mediante elettroforesi su gel di poliacrilami- 
de (paragrafi 5.4B e 5.4C) dato che la loro mobilità 
elettroforetica in tali gel varia inversamente alla loro 
massa molecolare. I DNA, però, di più di poche mi- 
gliaia di coppie di basi non possono penetrare in un 
gel di poliacrilamide anche a maglie molto larghe. 
Questa difficoltà è parzialmente superata mediante 
l’uso di gel di agarosio. Tramite l’uso di gel con un 
contenuto di agarosio opportunamente basso, si pos- 
sono frazionare DNA relativamente grandi in una 
varia gamma di dimensioni. In questo modo, per 
esempio, si possono separare dei plasmidi (piccole 
molecole di DNA, che si replicano in modo autono- 


mo, presenti in lievito e batteri) dal più grosso DNA 
cromosomico dei batteri. 


I DNA molto grossi vengono separati 
mediante elettroforesi su gel in campo pulsante 


[1259] Le dimensioni dei DNA che possono essere se- 
parati mediante gel elettroforesi convenzionale sono 
limitate a — 100 000 bp, anche quando si usano gel 
che contengono non più dello 0,1% di agarosio (che 
produce un gel estremamente fragile). Il recente svi- 
luppo, tuttavia, della elettroforesi su gel in cam- 
po pulsante (PFG) da parte di Charles Cantor e Cas- 
sandra Smith ha esteso questo limite fino a 10 milio- 
ni di bp (6,6 milioni di kD). L'apparato per elettrofo- 
resi usato nella PFG presenta due o più coppie di elet- 
trodi disposti intorno alla periferia di un gel di aga- 
rosio orizzontale. Le diverse coppie di elettrodi ven- 
gono attivate sequenzialmente per tempi che varia- 
no da 0,1 a 1000 s a seconda delle dimensioni dei 
DNA che devono essere separati. La gel elettroforesi 
del DNA prevede che le sue molecole allungate ser- 
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928 Capitolo 28 


D. L'ultracentrifugazione 


[1263] L’ultracentrifugazione all'equilibrio in gradiente 
di densità (Fig. 28.31; paragrafo 5.58) di CsCl rappre- 
senta una delle procedure di separazione del DNA 
più comunemente usate. La densità di galleggiamen- 
to, 0, del DNA a doppia elica Cs* dipende dalla sua 
composizione di basi: 


0=1,660+0,098 Xc+c [28.5] 


così che un gradiente di densità di CsCl fraziona il 
DNA a seconda della sua composizione di basi. IDNA 
eucariotici, per esempio, contengono spesso frazioni 
minori che bandeggiano separatamente dalla specie 
maggiore. Alcune di queste bande satellite consi- 
stono di DNA mitocondriale e cloroplastico. 

Un'altra classe importante di DNA satellite è com- 
posta da sequenze ripetute che sono corti segmen- 
ti di DNA ripetuti in tandem (uno dietro all’altro) 
centinaia, migliaia e, in alcuni casi, milioni di volte 
in un cromosoma (paragrafo 33.28). In modo analo- 
go, si possono separare i plasmidi dal DNA cromoso- 
mico batterico mediante ultracentrifugazione all’e- 
quilibrio in gradiente di densità. 

Il DNA a filamento singolo è — 0,015 g- cm? più 
denso del corrispondente DNA a doppio filamento 
così che le due forme possono essere separate me- 
diante ultracentrifugazione all’equilibrio in gradien- 


[1263] 1264] 
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te di densità. L’RNA è troppo denso per dare una 
banda in CsCl, ma lo fa in soluzioni di Cs,S04. Gli 
ibridi RNA-DNA bandeggeranno in CsCl ma a una 
densità più alta del DNA duplex corrispondente. 

L’RNA può essere frazionato mediante ultracentri- 
fugazione zonale attraverso un gradiente di saccaro- 
sio (Fig. 28.32; paragrafo 5.5B). Gli RNA vengono se- 
parati mediante questa tecnica soprattutto sulla base 
delle loro dimensioni. L’RNA ribosomiale, infatti, che 
costituisce la porzione maggioritaria dell'RNA cellu- 
lare, viene classificato a seconda della sua velocità 
di sedimentazione; per esempio l’PRNA della subuni- 
tà piccola del ribosoma di E. coli è noto come RNA 
16S (paragrafo 30.3A). 


5. IL DNA SUPERAVVOLTO 


[264] La mappa genetica circolare di virus e batteri 
implica che i loro cromosomi siano analogamente cir- 
colari. Questa conclusione è stata confermata da foto- 
grafie al microscopio elettronico in cui si vedono dei 
DNA circolari (Fig. 28.33). Alcuni di questi DNA cir- 
colari hanno un peculiare aspetto ritorto, un feno- 
meno che è noto indifferentemente come superav- 
volgimento, supertorsione 0 superelicità. Il su- 
peravvolgimento deriva da una proprietà topologica 
biologicamente importante del DNA duplex circola- 


Contenuto di G+C 
più alto 
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Figura 28.32 La separazione di RNA ribosomiali degli eucarioti me- 
diante ultracentrifugazione zonale attraverso un gradiente di saccaro- 
sio preformato. Gli RNA migrano attraverso il gradiente di saccarosio 


a Vi che sono in gran parte dipendenti dalle dimensioni mole- 
colari. 
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igura 28.33 Fotografie al microscopio elettronico di DNA duplex i j D 
i ; > re chi è j 
ni che variano nella loro conformazione da non ne uadi2:1odo corda che > il soggetto di que- 
i sinistra) a strettamente superavvolti (a destra). (Fotografie al micro- sto paragrafo. Occasionalmente ci si riferisce ad esso 
sino elettronico di Laurien Polder; Fonte: KORNBERG, A., DNA Re- come struttura terziaria del DNA. 
plication, p. 29, W. H. Freeman, 1980, con permesso di riproduzione.) 
Figura 28.31 La separazione di DNA a seconda della composizione g- cm”? sul fondo della provetta a — 1,55 g- cm 73 in cima alla pro- 


di basi mediante ultracentrifugazione all'equilibrio in gradiente di den- 
sità in una soluzione di CsCI. Una soluzione di CSsCI inizialmente 
8m forma un gradiente di densità che varia in modo lineare da — 1,80 


vetta. La quantità di DNA in ciascuna frazione è stimata a partire 


A. La topologia della supereli 
dal suo assorbimento agli UV, di solito a 260 nm. È 5 p Ea 


[1265] Considerate una molecola di DNA a doppia eli- 
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e i giri intrecciati destrorsi hanno entrambi numeri 
di giri di superelica negativi. Quindi un duplex poco 
avvolto (T<al numero di bp/10,5), per esempio, ten- 
derà a sviluppare giri intrecciati destrorsi 0 giri to- 
roidali sinistrorsi della superelica nel momento in cui 
verranno alleviate le costrizioni che ne determinano 
lo scarso avvolgimento (le forze molecolari in una 
doppia elica di DNA promuovono il suo avvolgimen- 
to nel suo normale numero di giri dell’elica). 


Il DNA superavvolto viene rilassato 
dal taglio di un filamento 


[1267] 11 DNA superavvolto può essere convertito in 
cerchi rilassati (come nel riquadro più a sinistra del- 
la Fig. 28.33) mediante trattamento con DNasi I pan- 
creatica, una endonucleasi (un enzima che taglia 
i legami fosfodiestere all’interno di un filamento 
polinucleotidico) che taglia solo uno dei filamenti di 


Velocità di 
sedimentazione 
del DNA 


W<0 


Figura 28.38 La velocità di sedimentazione del DNA duplex circolare 
chiuso in funzione della concentrazione di bromuro di etidio. L'eti- 
dio intercalandosi tra le coppie di basi svolge localmente la doppia 
elica che, poiché in numero di legame del cerchio è costante, è ac- 
compagnata da un aumento equivalente nel numero di giri di supere- 
lica. La superelica svolgendosi diventa meno compatta e sedimenta 
più lentamente. Al punto basso della curva i cerchi di DNA hanno 


Concentrazione di bromuro di etidio _____——-— 


1267) [1268] 


© 88-08-10538-5 


DNA di un duplex. Un taglio su un singolo filamento 
è sufficiente a rilassare un DNA superavvolto. Que- 
sto è dovuto al fatto che la catena di zuccheri-fosfati 
opposta al taglio è libera di ruotare intorno ai legami 
del suo scheletro (Fig. 28.18) in modo da cambiare 
il numero di legame della molecola e alterarne quin- 
di la superelicità. In un DNA circolare il superavvol- 
gimento accumula tensione elastica proprio come in 
un elastico. Questo è il motivo per cui lo stato rilassa- 


x 


to di un cerchio di DNA non è superavvolto. 


B. Misurazioni del superavvolgimento 


[268] 1 DNA superavvolto, lungi dall’essere solo una 
curiosità matematica, è stato ampiamente osservato 
in natura. La sua scoperta infatti nel DNA del virus 
di polioma da parte di Jerome Vinograd ha stimolato 
il chiarimento delle proprietà topologiche delle su- 
pereliche invece che il contrario. 


legato etidio sufficiente per essere completamente rilassati. Con l'ul- 
teriore aumento della concentrazione di etidio, il DNA si superavvol- 


ge nella direzione opposta. Il superavvolgimento dei DNA disegnati. 


è stato verificato al microscopio elettronico. (Fonte: BAUER, w. R., 
Crick, F. H. C. e WHITE, |. H., Sci. Am., 243, 1, p. 129, 1980. Copy- 
right © 1980 Scientific American, Inc.) 
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Gli agenti intercalanti controllano 
il superavvolgimento svolgendo il DNA 


[269] Tutti i cerchi di DNA che sono presenti natural- 
mente sono poco avvolti; i loro numeri di legame cioè 
sono minori di quelli dei loro corrispondenti cerchi 
rilassati. Questo fenomeno è stato verificato osservan- 
do l’effetto del legame dell’etidio sulla velocità di se- 
dimentazione del DNA circolare (Fig. 28.38). Gli agen- 
ti intercalanti come l’etidio alterano il grado di supe- 
relicità di un DNA circolare poiché determinano lo 
svolgimento della doppia elica di DNA di —26° in 
corrispondenza del sito in cui la molecola si è inter- 
calata (Fig. 28.39). In un cerchio poco avvolto e non 
forzato, W<0 a causa della tendenza del DNA du- 
plex a mantenere i suoi normali giri di elica di 1 
giro/10,5 bp. La titolazione di un cerchio di DNA me- 
diante etidio svolge il duplex (diminuisce T), feno- 
meno che deve essere accompagnato per compensa- 
zione da un aumento di W. Questo fatto, come pri- 


Figura 28.39 La struttura ai raggi X di un complesso di etidio con 
5-iodo UpA. L'etidio (in rosso) si intercala tra le coppie di basi dei 
dinucleosidi fosfato appaiati a doppia elica e fornisce quindi un mo- 
dello per il legame dell’etidio al DNA duplex. (Fonte: Tsal, C. C. 
Jun, 5. C. e SoBeLL, H. M., Proc. Natl. Acad. Sci.,72, p. 629, 1975.) 


ma cosa, diminuisce la superelicità di un cerchio po- 
co avvolto. Però, col legame di una quantità sempre 
maggiore di etidio da parte del cerchio, il suo valore 
di W passa attraverso 0 (cerchi rilassati) e diventa 
quindi positivo così che il cerchio diventa di nuovo 
una superelica. La velocità di sedimentazione quindi 
del DNA poco avvolto, che è una misura della sua 
compattezza e quindi della superelicità, passa attra- 
verso un minimo a mano a mano che la concentra- 
zione di etidio aumenta. Questo è quanto si osserva 
con i DNA nativi (Fig. 28.38). Al contrario, la veloci- 
tà di sedimentazione di un cerchio superavvolto po- 
trebbe aumentare solo con l'aumentare della concen- 
trazione di etidio. 


I DNA vengono separati mediante elettroforesi 
su gel a seconda del loro numero di legame 


1270] L’elettroforesi su gel separa anche molecole si- 
mili sulla base della loro compattezza in modo che 
la velocità di migrazione di un DNA duplex circola- 
re aumenta con il suo grado di superelicità. Il com- 
portamento in elettroforesi su gel di agarosio di una 
popolazione di molecole di DNA chimicamente iden- 
tiche con numeri di legame diversi consiste quindi 
di una serie di bande discrete (Fig. 28.40). Le moleco- 
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H;C CHa H,C CH 
I CHg (o) OH 
(6) o. 0 9 

CH; De 
H H N-C 
H H Ho HE Ù 
o OH 
> 
HoN 
Novobiocina 
(6) 
9: 
EDO 
CHo—CH3 


Acido ossolinico 


Entrambe le classi di antibiotico inibiscono pesante- 
mente la replicazione del DNA batterico e la trascri- 
zione dell'RNA, dimostrando così l’importanza del 
DNA superavvolto in questi processi. Studi condotti 
utilizzando dei mutanti di E. coli resistenti agli anti- 
biotici hanno dimostrato che l’acido ossolinico si as- 
socia con la subunità A della DNA girasi e la novo- 
biocina si lega alla subunità B. 


Figura 28.43 Il meccanismo dell’inversione di segno dell’azione del- 
la DNA girasi. Il DNA duplex viene inizialmente avvolto intorno al 
l'enzima con un avvolgimento toroidale destrorso (1). L'enzima quin- 
di taglia la doppia elica di DNA (2), passa un segmento di DNA attra- 
verso l'apertura (3, 4), e risalda l'interruzione (5). Questo cambia la 
direzione dell'avvolgimento nella forma sinistrorsa così che il nume- 
ro di legame L del DNA è diminuito di 2. 


Figura 28.42 Dimostrazione, in cui il DNA è rappresentato da un 
nastro, che tagliando un cerchio a doppia elica, passando il filamento 
attraverso l’apertura che ne risulta e quindi risigillando l'interruzione 
si cambia il numero di legame di due. La separazione dei filamenti 
risultanti (aprendo il nastro nel senso della sua lunghezza) mostra 
che un filamento compie due rivoluzioni complete intorno all’altro. 
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Il DNA avvolge 
l'enzima con una 
spira destrorsa 


L'enzima produce 
nel DNA un taglio 
attraverso la doppia 
elica 


Il segmento di 
DNA passa 
attraverso 
l'interruzione 


L'enzima risalda 
l'interruzione 


Il numero di 
legame L della 
spira sinistrorsa 
che ne risulta è 
diminuito di 2 
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Il comportamento in elettroforesi su gel di cerchi 
di DNA duplex esposti all’azione della DNA girasi, 
con o senza ATP, mostra uno schema di bande in 
cui i numeri di legame differiscono per aumenti di 
due anziché di uno come avviene con gli enzimi di 
taglio e saldatura. Quest’osservazione rappresenta una 
forte evidenza che la DNA girasi agisce tagliando en- 
trambi i filamenti di un duplex, facendo passare il 
duplex attraverso l’interruzione e richiudendola (Fig. 
28.42). Questa ipotesi è sostenuta dall’osservazione che 
quando la DNA girasi è incubata con DNA e acido 
ossolinico, ed è quindi denaturata con cloruro di gua- 
nidio, le sue subunità A rimangono covalentemente 
legate, mediante legami con fosfotirosina, all’estre- 
mità 5’ di entrambi i filamenti tagliati. Apparente- 
mente, l’acido ossolinico interferisce con l’azione della 
girasi bloccando il processo di rottura e ricongiungi- 
mento del filamento. La novobiocina, invece, impe- 
disce il legame dell'ATP con l’enzima. 

L'esposizione di un complesso girasi-DNA alla nu- 
cleasi dello Staphylococcus protegge'il DNA dalla de- 
gradazione da parte della nucleasi in corrisponden- 
za di un frammento di 140 bp che ha il suo centro 
approssimativamente sul sito di taglio della girasi. 
La lunghezza di questo frammento protetto suggeri- 
sce che il DNA sia avvolto intorno all’enzima. Questa 
osservazione ha portato Nicholas Cozzarelli a 
proporre il meccanismo di azione del complesso 
girasi-DNA illustrato nella Fig. 28.43. Esso è definito 
il meccanismo a inversione di segno perché con- 
verte un superavvolgimento toroidale destrorso in 

*un avvolgimento toroidale sinistrorso. 


6. LA DETERMINAZIONE DELLA 
SEQUENZA DEGLI ACIDI NUCLEICI 


[275] La strategia di base della determinazione della 
sequenza degli acidi nucleici è identica a quella della 
determinazione della sequenza delle proteine (para- 
grafo 6.1). Essa coinvolge: 


GCACUUGA 


Fosfodiesterasi di 
veleno di serpente 


GCACUUGA 
GCACUUG 
GCACUU 
GCACU 

GCAC 

GCA 

GC + mononucleotidi 


Figura 28.44 La determinazione della sequenza di un oligonucleoti- 
de mediante digestione parziale con fosfodiesterasi di veleno di ser- 
pente. Questo enzima taglia sequenzialmente i nucleotidi a partire 
dall’estremità 3’ di un polinucleotide che abbia un gruppo 3°-OH 
libero. La digestione parziale di un oligonucleotide con fosfodieste- 
rasi di veleno di serpente genera una miscela di frammenti di tutte 
le lunghezze, come indicato, che possono essere separati cromato- 
graficamente. Il confronto delle composizioni di basi di coppie di 
frammenti che differiscono in lunghezza di un nucleotide stabilisce 
l'identità del nucleotide 3‘-terminale del frammento più grande. In 
questo modo si può determinare la sequenza di basi dell’oligonu- 
cleotide. 


Prima del 1975, tuttavia, le tecniche di seduenzia- 
mento degli acidi nucleici erano molto indietro ri- 
spetto alle tecniche di sequenziamento delle protei- 
ne soprattutto perché non erano disponibili endo- 
nucleasi che fossero specifiche per sequenze più 
grandi di un nucleotide. Gli acidi nucleici erano in- 
vece tagliati in frammenti relativamente corti me- 
diante digestione parziale con enzimi come la ribo- 
nucleasi T1 (derivata dall’Aspergillus orvzae), che 
taglia l’RNA dopo i residui di guanina, o la ribonu- 
cleasi A pancreatica, che taglia dopo i residui di 
pirimidina. Non esisteva, inoltre, per i polinucleoti- 
di una reazione affidabile analoga alla degradazione 
di Edman per le proteine (paragrafo 6.1A). Di con- 
seguenza, i frammenti polinucleotidici erano sequen- 
ziati grazie alla loro digestione parziale con una di 
queste due esonucleasi (enzimi che sequenzialmen- 
te tagliano i nucleotidi a partire da un’estremità di 
un filamento polinucleotidico): la fosfodiesterasi del 
veleno di serpente, che rimuove i residui a parti- 


re dall’estremità 3’ di un polinucleotide (Fig. 28.44), 
SERARe, 1. La degradazione specifica e il frazionamento del o la fosfodiesterasi della milza, che fa lo stesso 

Tagliare l’ansa i filamenti della ; . Der ; . È ; Leni, SE 
È Retbisralca doppia elica polinucleotide di interesse in frammenti abbastan- a partire dall’estremità 5‘. I frammenti oligonucleo- 
e passare il filamento Risaldare nel senso za piccoli da poter essere interamente sequenziati. tidici risultanti erano identificati mediante la loro 
attraverso l'interruzione l'interruzione della lunghezza 2. La determinazione della sequenza di frammenti mobilità cromatografica ed elettroforetica. La deter- 


individuali. minazione della sequenza dell’RNA in questo modo 
Vi 3. La messa in ordine dei frammenti mediante la è un processo lungo e faticoso. 


ripetizione delle fasi precedenti utilizzando una Il primo acido nucleico biologicamente significati- 


procedura di degradazione che generi un grup- vo ad essere sequenziato è stato quello del tRNA 
po di frammenti polinucleotidici che siano so- dell’alanina di lievito (paragrafo 30.2A). La determi. 
vrapposti ai punti di taglio del primo di questi nazione della sequenza di questa molecola di 76 nu- 
gruppi. cleotidi da parte di Robert Holley, una fatica durata 
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La struttura ai raggi X del complesso 
EcoRI- DNA rivela le basi molecolari della sua 
specificità di riconoscimento 


[279] La struttura ai raggi X della endonucleasi 
EcoRI sotto forma di complesso con un segmento di 
DNA-B contenente il sito di riconoscimento dell’enzi- 
ma determinata da John Rosenberg prevede che il 
DNA si leghi nel solco simmetrico tra le due subunità 
identiche di 276 residui dell’enzima dimerico (Fig. 
28.46) rendendo conto così della sequenza di ricono- 
scimento palindromica del DNA. Secondo questo mo- 
dello, la proteina induce il DNA ad attorcigliarsi in 
tre punti in modo che il DNA risulti parzialmente svol- 
to così da allargare la scanalatura principale in corri- 
spondenza del sito di riconoscimento. La specificità di 
riconoscimento deriverebbe da una stretta associazio- 
ne complementare della proteina con la scanalatura 
principale del DNA che coinvolge 12 legami idrogeno 
tra le catene laterali di Glu 144, Arg 145 e Arg 200 
su entrambe le subunità della proteina e le basi puri- 
niche del sito di riconoscimento palindromico. 

Un nuovo studio della struttura ai raggi X del com- 
plesso endonucleasi EcoRI - DNA, però, basato su nuo- 
vi dati di diffrazione dei raggi X, ha imposto una 
notevole revisione del modello strutturale preceden- 
temente pubblicato. Anche se la conformazione del 
DNA e la forma complessiva della proteina erano state 
riportate in modo corretto, il ripiegamento dello sche- 
letro polipeptidico di quest’ultima (Figg. 28.46b e c) 
e le posizioni delle catene laterali di amminoacidi lun- 
go lo scheletro sono stati modificati in modo sostan- 
ziale. È stato, di conseguenza, significativamente re- 


Figura 28.46 La struttura ai raggi X del complesso endonucleasi Éco- 
RI: DNA. (a) Un modello spaziale che mostra il DNA duplex legato 
alla proteina dimerica visto lungo l’asse di simmetria del complesso. 
Le due subunità della proteina dimerica sono colorate in giallo e in 
arancione mentre i filamenti identici del DNA sono in verde e in 
blu. (b) Disegno a nastro di una subunità dell’endonucleasi EcoRI 
che interagisce con la scanalatura principale del DNA. L'angolo di 
visuale è a — 90° da quello della parte (a). () Un modello a scheletro 
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visionato anche il modello che descrive come la pro- 
teina interagisca con il DNA. 


Le mappe di restrizione forniscono un mezzo 
per caratterizzare una molecola di DNA 


[280] Il trattamento del DNA con un’endonucleasi di 
ABCDEFGHI 


Figura 28.47 Elettroforesi su gel di agarosio di digeriti del plasmide 
pAgK84 di Agrobacterium radiobacter con (A) BamHI, (B) Pstl, (O 
Bglil, (D) Haelll, (E) Hincll, (F) Sacl, (G) Xbal e (H) Hpal. La linea 
{I) contiene DNA del fago \ digerito con Hindili come standard, dato 
che i suoi frammenti hanno dimensioni note. (Fonte: SLOTA, }. E. e 
FARRAND, S. F., Plasmid, 8, p. 180, 1982. Copyright © 1982 Acade- 
mic Press.) 


del complesso visto lungo l’asse dell'elica del DNA che mostra lo 
scheletro polipeptidico della proteina e gli atomi non-idrogeno del 
DNA. Le due subunità della proteina sono disegnate in giallo e in 
rosa mentre il DNA è in blu. (parti (a) e (c) per gentile concessione 
di John M. Rosenberg, University of Pittsburg. Parte (b), ROSENBERG, 
J. M., MCCLARIN, ]. A., FREDERICK, C. A., WanG, B.-C., GRABLE, (e 
Bover, H. W. e Greene, P., Trends Biochem. Sci., 12, p. 396, 1987.) 
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restrizione produce una serie di frammenti definiti 
precisamente che possono essere separati a seconda 
delle loro dimensioni mediante elettroforesi su gel 
(Fig. 28.47). I filamenti singoli complementari posso- 
no essere separati sia aprendo il DNA e sottoponen- 
dolo ad elettroforesi su gel, o per ultracentrifugazio- 
ne su gradiente di densità in CsCl alcalino. La sequen- 
za dei singoli filamenti può essere determinata con 
uno dei metodi descritti più avanti. Se un segmento 
di DNA è troppo lungo per essere sequenziato, può 
essere ulteriormente frammentato con un secondo 
ecc., enzima di restrizione prima che i suoi filamenti 
siano separati. 

Un diagramma di una molecola di DNA che mo- 
stra le posizioni relative di vari enzimi di restrizione 
è chiamato la sua mappa di restrizione. Una simile 
mappa è derivata sottoponendo il DNA a digestione 
con due o più enzimi di restrizione, sia individual- 
mente che miscelati. Si può costruire una mappa di 
restrizione paragonando la lunghezzà dei frammen- 
ti nei vari digeriti, determinata per esempio median- 
te la loro mobilità elettroforetica. Considerate per 
esempio la molecola di DNA lineare di 4 kilobasi (kb) 
che viene tagliata da BamH1, HindIll e dalla loro mi- 
scela nei frammenti dalla lunghezza indicata nella 
Fig. 28.48a. Questa informazione è sufficiente per de- 


Figura 28.49 Una mappa di restrizione 
del DNA circolare di 5 243 bp di SV40. 
Il cerchio centrale indica le coordinate del- 
la mappa delle frazioni rispetto al singolo 
sito di restrizione per EcoRI. Le lettere A, 
B, C, ... in ciascun anello rappresentano 
i vari frammenti di restrizione dell'enzi- 
ma di restrizione corrispondente in ordi- 
ne di lunghezza decrescente. (Fonte: Na- 
THans, D., Science, 206, p. 905, 1979.) 
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Figura 28.48 (a) Il comportamento elettroforetico di digeriti di una 
ipotetica molecola di DNA con Hindill, BamHI e la loro miscela. 
Sono indicate le lunghezze dei vari frammenti. (b) La mappa di restri- 
zione del DNA come risulta dalle informazioni della Parte (a). Questa 
mappa è equivalente ad una che sia stata rovesciata, da destra a sinistra. 
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944 Capitolo 28 


Il DNA che deve essere sequenziato può essere ta- 
gliato in corrispondenza di basi specifiche sottopo- 
nendolo, in aliquote separate, a quattro trattamenti 
diversi: 


1. Solo G 
Il DNA viene fatto reagire con dimetil solfato 
(DMS), che metila i residui G sull’azoto N(7), ren- 
dendo quindi il legame glicosidico del residuo me- 
tilato suscettibile all’idrolisi (Fig. 28.520). Il tratta- 
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mento successivo con piperidina taglia la catena 
polinucleotidica prima del residuo depurinato. 
2. A+G 

DMS metila preferenzialmente i residui A sull’a- 
zoto N(3) invece che N(7) e quindi il suddetto trat- 
tamento taglia il DNA in corrispondenza dei resi- 
dui A a solo circa un quinto della velocità a cui 
taglia in corrispondenza dei residui G. Se, invece, 
il DNA viene trattato con acido sia A che G ven- 
gono rilasciate ad un ritmo paragonabile gene- 
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Figura 28.52 Le reazioni usate nel metodo del taglio chimico per » 
tagliare il DNA in corrispondenza di basi specifiche. (a) Reazioni che 
tagliano il DNA prima dei residui G. Sia A che G sono tagliate se 
queste basi sono protonate invece che metilate. (b) (pagina a fronte) 
Reazioni che tagliano il DNA prima dei residui C. | residui T reagi- 
scono in modo analogo ma la loro reazione è soppressa in NaCl 
1,5M. 
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rando lo stesso prodotto depurinato indicato nel- 
la Fig. 28.52a. Il trattamento con piperidina quin- 
di determina il taglio del filamento prima sia dei 
residui A che dei residui G. I residui A vengono 


identificati paragonando le posizioni dei tagli di 
G e di A+G. 
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Il trattamento del DNA con idrazina (NH-;-NH)) i 
seguito da quello con piperidina ne determina il 
taglio prima dei residui sia C che T (Fi 
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948 Capitolo 28 


Stampo 3' 
Primer ch 


CCGGTAGCAACT 
GG 3' 


di una delle basi. Quando l’analogo dideossi viene 
incorporato nel polinucleotide in allungamento al po- 
sto del corrispondente nucleotide normale, la cresci- 
ta della catena termina a causa della mancanza di 
un gruppo 3‘/-OH. Usando solo una piccola quantità 
dell’analogo dideossi, viene generata una serie di ca- 


tene tronche che terminano ciascuna con l’analogo di-. 


deossi in corrispondenza di una delle posizioni occu- 
pate dalla base corrispondente. L’elettroforesi su gel 
di sequenza separa queste catene a seconda della loro 
lunghezza ed indica quindi la posizione in cui è pre- 
sente quella base. 

Ciascuno degli analoghi dideossi delle quattro basi 
viene fatto reagire in provette separate e la miscela 
risultante di prodotti marcati con 3°P viene sottopo- 
sta ad elettroforesi su gel di sequenza in linee paral- 
lele. La sequenza del filamento replicato può quindi 
essere letta direttamente da un autoradiogramma del 
gel (Fig. 28.56), analogamente a quanto si fa col me- 
todo del taglio chimico. 

Sia il metodo della terminazione della catena che 
il metodo del taglio chimico sono ampiamente usati 


dATP + ddATP dATP dATP dATP 
dCTP dCTP + ddCTP dCTP dCTP 
dGTP dGTP dGTP + ddGTP dGTP 
dTTP dTTP dITP dTTP + ddTTP 
GGCCA GGC GGCCATCG GGCCAT 
GGCCATCGITGA GGCC GGCCATCGTTG GGCCATCGT 
GGCCATC GGCCATCGTT 
A Cc G T 
o) A 3'Y\ 
ft] G 
«ssp T 
(MU 
«=» G Sequenza complementare 
«—» c al DNA stampo 
«uo» T 
(i) A 
o) (025 
(0) Gb! 
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Figura 28.55 Un diagramma a flus- 
so del metodo della terminazione 
della catena per la determinazio- 
ne della sequenza del DNA. Il sim- 
bolo ddATP rappresenta la dideos- 
siadenosina trifosfato ecc. 


Figura 28.56 Un’autoradiografia di 
un gel di sequenza contenente 
frammenti di DNA prodotti col 
metodo della terminazione della 
catena per la determinazione del- 
la sequenza. Una seconda carica 
del gel (a destra) è stata fatta 90 
minuti dopo la carica iniziale. La 
sequenza dedotta di 140 nucleo- 
tidi è scritta ai lati. (Fonte: Hin- 
puey, }., DNA Sequencing, in 
WORK, T. S. e BURDON, R. H., (cu- 
ratori), Laboratory Techniques in 
Biochemistry and Molecular Bio- 
logy, Vol. 10, p. 82, Elsevier, 
1983, con permesso di riproduzio- 
ne.) 
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nella determinazione della sequenza di DNA. Con 
poche ore di fatica da parte di un abile operatore 
entrambi i metodi possono dare una sequenza di DNA 
di parecchie centinaia di nucleotidi. L’ostacolo mag- 
giore, infatti, al sequenziamento di una molecola di 
DNA molto lunga è essere sicuri che tutti i suoi fram- 
menti siano clonati (con i metodi discussi nel para- 
grafo 28.8C) piuttosto che sequenziarli una volta che 
sono stati ottenuti. Il metodo del taglio chimico è in 
qualche modo più semplice da allestire per un uso 
occasionale mentre il metodo della terminazione del- 
la catena viene generalmente scelto per un uso di 
routine. Notate che la sequenza ottenuta col metodo 
della terminazione della catena è complementare al 
DNA che viene sequenziato, mentre la sequenza ot- 
tenuta col metodo del taglio chimico è quella del fila- 
mento di DNA originale. 


Il metodo della terminazione della catena 
è facilmente automatizzato 


1288] Se devono essere sequenziati lunghi segmenti 
di DNA, come un intero cromosoma, allora i metodi 
di sequenza esistenti devono essere accelerati di mol- 
to, devono essere cioè automatizzati. Il metodo della 
terminazione della catena è stato adattato a procedu- 


Fluorescenza 


Posizione nel gel 


Figura 28.57 L'individuazione, in un gel di sequenza, di frammenti 
di DNA marcati con un terminatore fluorescente generati con la tec- 
nica automatizzata della terminazione della catena. Il rapporto delle 
intensità dei coloranti fluorescenti eccitati da un raggio laser misurate 
separatamente in due bande di lunghezza d’onda (in blu, lunghezza 
d'onda corta; in rosso, lunghezza d'onda lunga) identifica in modo 
non ambiguo la base fluorescente 3’-terminale in ciascuna banda del 
gel come A, T, G o C. Il numero sopra ciascuna banda indica la 
sua posizione nel segmento di DNA che deve essere sequenziato. 
(Fonte: ProBER, |. M., TRAINOR, G. L., Dam, R. ]., Ho8ss, F. W., Ro- 
BERTSON, C. W., ZAGURSKY, R. ]., COCUZZA, A. J., JENSEN, M. A. e Bau- 
MEISTER, K., Science, 238, p. 340, 1987.) 


re computerizzate. Invece di usare nucleotidi radio- 
marcati (con i loro problemi intrinseci di rischio e 
smaltimento) ciascun dideossinucleoside trifosfato vie- 
ne legato covalentemente, in modo diverso, a un co- 
lorante fluorescente. La reazione di estensione della 
catena viene effettuata in una singola provetta conte- 
nente tutti e quattro gli analoghi dideossi fluorescen- 
ti e genera così una serie di polinucleotidi sempre 
più lunghi, ciascuno con lo spettro di fluorescenza 
caratteristico del suo nucleotide 3‘-terminale. La mi- 
scela di reazione viene quindi sottoposta ad elettro- 
foresi su gel di sequenza in una sola linea generando 
una serie di bande, ciascuna con uno spettro di fluo- 
rescenza indicativo di una base successiva nel DNA 
che viene sequenziato (Fig. 28.57). Il sistema di anali- 
si della fluorescenza del gel è controllato da un com- 
puter e quindi l’acquisizione dei dati è automatizza- 
ta. Questo dispositivo può identificare circa 10000 
basi al giorno contro le circa 50000 basi per anno 
che un operatore abile può identificare usando i me- 
todi manuali sopradescritti (notate che anche con l’uso 
di uno di questi dispositivi ci vorrebbero quasi 1000 
anni per sequenziare il genoma umano). 


Il progetto di sequenziamento 
del genoma umano 


289] 1 progetto di sequenziare tutti i 2,9 miliardi 
di coppie di basi del genoma umano è ora in pieno 
svolgimento. I primi 5 anni di questo progetto quin- 
decennale si concentreranno sulla costruzione di ac- 
curate mappe genetiche e fisiche del genoma per 
mezzo dell’identificazione, e della determinazione del 
loro ordine, di una serie di sequenze «marcatore», 
distanti tra loro in media 100 000 coppie di basi, per 
ciascuno dei 24 diversi cromosomi umani (22 autoso- 
mi, Xe Y). 

Verranno quindi sedquenziati i segmenti cromoso- 
mici compresi tra ciascun marcatore, presumibilmen- 
te con una velocità molto maggiore di quanto si fac- 
cia ora grazie a progressi nella tecnologia di deter- 
minazione della sequenza. Poiché molti dei dati che 
si otterranno potranno rivelarsi non interpretabili 
senza il confronto con le informazioni ricavate da 
organismi più semplici, verranno anche sequenziati 
i genomi di E. coli, lievito, Drosophila e topo. 

Questo progetto di «grande scienza» vede l’opposi- 
zione di quegli scienziati che sostengono che, poiché 
fino al 95% del genoma umano non sembra contene- 


. re alcuna informazione (DNA spazzatura; paragrafo 


33.2), la sequenza dei soli segmenti genici che inte- 
ressano rappresenterebbe un uso delle risorse più ef- 
ficiente. Il denaro risparmiato con questo approccio 
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Dimetossitritile 
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lo) 3. Dotazione di cap lo) 
| alle estremità 5’ 
R_O—-P_0 (6) B, che non hanno o-r@ 
Il reagito 
0) Non c’è ulteriore 
allungamento delle 
4. Ossidazione | I or sequenze fornite di cap 
3 2 
DMTr —0 Oc By 
î 
STRETTO OL Ba 
(0) 
î 
R_O—_P—0 Oc Bi 


Figura 28.59 I! ciclo di reazioni nel metodo del triestere fosfito di 
sintesi degli ologonucleotidi. B,, B, e B3 rappresentano qui delle ba- 
si protette e S rappresenta un supporto solido inerte quale un vetro 
con pori controllati. 
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di — 101° cellule - ml7! contiene, al massimo, 7 mg 
di DNA polimerasi I, e molte proteine sono presenti 
in quantità molto inferiori. È raro poi che venga re- 
cuperata in forma pura anche la metà di una qua- 
lunque proteina originariamente presente in un or- 
ganismo. Le proteine degli eucarioti possono essere 
ancora più difficili da ottenere poiché molti tessuti 
eucariotici, sia derivati da un organismo intatto che 
cresciuti in coltura, sono disponibili solo in piccole 
quantità. Per quanto riguarda la quantità di DNA, 
i nostri 10 l di coltura di E. coli conterrebbero —0,1 
mg di un qualunque tratto di 1000 bp di DNA cro- 
mosomico (una lunghezza sufficiente a contenere la 
maggior parte dei geni procariotici) ma la sua purifi- 
cazione in presenza del resto del DNA cromosomico 
sarebbe praticamente impossibile. Queste difficoltà 
sono state ampiamente eliminate in questi ultimi an- 
ni tramite lo sviluppo di tecniche di clonaggio mo- 
lecolare (un clone è un gruppo di organismi identi- 
ci che sono derivati da un singolo progenitore). Que- 
sti metodi, a cui ci si riferisce anche come ingegne- 
ria genetica e tecnologia del DNA ricombinante, 
meritano la maggior parte del credito per gli enormi 
progressi fatti in biochimica a partire dalla metà de- 
gli anni ’70. 

L’idea principale del clonaggio molecolare è di inse- 
rire un segmento del DNA di interesse in una moleco- 
la di DNA che si replichi autonomamente, un cosid- 
detto vettore di clonaggio o veicolo, di modo che 
il segmento di DNA venga replicato con il vettore. Il 
clonaggio di un tale vettore chimerico (chimera: 
un mostro della mitologia greca che ha una testa di 
leone, un corpo di capra e una coda di serpente) in 
un organismo ospite opportuno come E. coli o lie- 
vito determina la produzione di grandi quantità del 
segmento di DNA inserito. Se un gene clonato viene 
fiancheggiato da una sequenza di controllo opportu- 
namente posizionata per la sintesi di RNA e proteine 
(Capitoli 29 e 30), l'ospite potrà anche produrre grandi 
quantità dell’RNA e della proteina codificati da quel 
gene. 

I progressi nella tecnologia del DNA continuano 
a stimolare progressi in biologia molecolare e nuove 
applicazioni della stessa. La più recente di queste tec- 
niche è la reazione a catena della polimerasi (PCR) 
che ha in gran parte sostituito i metodi di clonaggio 
per amplificare sequenze specifiche di DNA. La tec- 
nica della PCR è stata usata per esempio per dimo- 
strare che il DNA estratto da foglie fossili di magno- 
lia vecchie di circa 20 milioni di anni (i campioni 
in assoluto più vecchi da cui sia stato estratto con 
successo il DNA) contengono una sequenza genica 
che è strettamente imparentata con quelle delle ma- 
gnolie moderne. La tecnica della PCR sta incontran- 


do sempre maggiori applicazioni mediche tanto nel- 
la diagnosi rapida di malattie genetiche e infettive 
quanto nella caratterizzazione e nel monitoraggio di 
numerosi tipi di cancro. Le tecniche di ingegneria 
genetica sono illustrate in questo paragrafo. 


A. | vettori per il clonaggio 


[1296] In ingegneria genetica sono usati come vettori 
sia plasmidi, che batteriofagi che cromosomi artifi- 
ciali di lievito. 


Vettori per clonaggio basati su plasmidi 


[1297]I plasmidi sono DNA circolari a doppia elica 
lunghi da 1 a 200 kb che contengono il macchina- 
rio genetico necessario, come una origine di repli- 
cazione (un sito in cui inizia la replicazione del 
DNA; paragrafo 31.2) per permettere la loro propa- 
gazione autonoma in un ospite batterico o nel lievi- 
to. I plasmidi possono essere considerati parassiti 
molecolari ma in molti casi essi beneficiano il loro 
ospite fornendo funzioni, come la resistenza ad an- 
tibiotici, di cui l’ospite è privo. La diffusa compar- 
sa, infatti, da che sono in uso gli antibiotici, di agenti 
patogeni resistenti agli antibiotici è un risultato del- 
la rapida proliferazione tra questi organismi di pla- 
smidi contenenti geni che conferiscono resistenza 
agli antibiotici. 

Alcuni tipi di plasmidi, che sono presenti con una 
o più copie per cellula, si replicano una volta per 
divisione cellulare come fa il cromosoma batterico; 
si dice che la loro replicazione è sotto un controllo 
stringente. I plasmidi usati per il clonaggio moleco- 
lare invece sono sotto un controllo rilassato; essi 
sono normalmente presenti in un numero da 10 a 
200 copie per cellula. Inoltre, se la sintesi proteica 
dell’ospite batterico è inibita, per esempio, dall’anti- 
biotico cloramfenicolo (paragrafo 30.3G), il nume- 
ro di copie di questi plasmidi può aumentare a pa- 
recchie migliaia per cellula (rappresentando circa me- 
tà del DNA totale della cellula). I plasmidi che sono 
stati costruiti (mediante tecniche di ingegneria gene- 
tica) per essere usati nel clonaggio molecolare sono 
relativamente piccoli, portano geni che codificano la 
resistenza a svariati antibiotici, e contengono un nu- 
mero di siti per endonucleasi di restrizione conve- 
nientemente localizzati in cui può essere inserito il 
DNA che deve essere clonato (tramite tecniche de- 
scritte nel paragrafo 28.88). Il plasmide di E. coli chia- 
mato pBR322 (Fig. 28.60) è tra i vettori per clonare 
più ampiamente usati. 
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Vettore per + DNA 
clonare estraneo 
Endonucleasi 
di restrizione 


Isolare il ( 


frammento di DNA 

estraneo, appaiarlo 
al vettore di 

clonaggio, saldario 


chimerico 


Figura 28.63 La costruzione di una molecola di DNA ricombinante 
mediante l'inserzione di un frammento di restrizione in corrispon- 
denza del taglio di restrizione corrispondente in un vettore per clo- 
naggio. 


Figura 28.64 Due frammenti di DNA possono essere uniti mediante > 


la generazione di code di omopolimeri complementari. Le code di 
poli(dA) e di poli(dT) mostrate in questo esempio possono essere so- 
stituite con code di poli(dC) e poli(dG). 
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Uno svantaggio della tecnica suddetta è che essa 
elimina i siti di restrizione usati per generare l’inser- 
to di DNA estraneo e per tagliare il vettore. Può ri- 
sultare quindi difficile recuperare l’inserto dal vetto- 
re clonato. Questa difficoltà può essere aggirata at- 
taccando ad entrambe le estremità del DNA estra- 
neo un breve DNA di unione (linker) palindromico 
sintetizzato chimicamente che abbia un sito di re- 
strizione che combacia con quello del vettore di clo- 
naggio. Il linker viene attaccato al DNA estraneo me- 
diante unione delle estremità tronche grazie alla T4 
ligasi e viene quindi tagliato con l’appropriato enzi- 
ma di restrizione in modo da generare le giuste estre- 
mità coesive per il legame con il vettore (Fig. 28.65). 


Le cellule trasformate in modo appropriato 
devono essere selezionate 


[301] Come si possono selezionare solo quegli orga- 
nismi ospiti che contengono un vettore costruito in 
modo appropriato? Nel caso della trasformazione con 
plasmidi questo si fa di solito mediante l’uso di anti- 
biotici. Un E. coli, per esempio, trasformato da un 
plasmide pBR322 (Fig. 28.60) contenente un inserto 
di DNA estraneo nel suo sito BamHI è sensibile alla 
tetraciclina (tet-; la tetraciclina è un antibiotico che 
inibisce la sintesi proteica nei batteri; paragrafo 30.3G) 
a causa dell’interruzione del suo gene tet ad opera 
dell’inserto, ma è resistente all’ampicillina (amp*; 
l’ampicillina è un derivato della penicillina) per via 
del gene amp intatto del plasmide. Le colonie batte- 
riche (cloni) possono quindi essere cresciute su pia- 
stre da coltura contenenti ampicillina in modo da se- 
lezionare i batteri che siano stati trasformati da que- 
sto plasmide. Tra queste colonie possono essere indi 
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Figura 28.65 La costruzione di una restrizione a e 
molecola di DNA ricombinante 


mediante l’uso di oligonucleotidi 
sintetici come adattatori. In que- 
sto esempio l'adattatore ed il vet- 
tore di clonaggio hanno siti di re- 
strizione di EcoRI (frecce verticali). 


DNA 
ricombinante 


viduate quelle contenenti il plasmide con il DNA 
estraneo mediante piastratura di repliche (paragrafo 
27.1D), grazie alla loro incapacità di crescere su di 
un terreno contenente tetracicline. 

Varianti di fagi \ ottenute tramite ingegneria ge- 

netica contengono siti di restrizione che fiancheggia- 
no il terzo centrale del genoma del fago, quello di 
cui esso può fare a meno (paragrafo 28.8A). Questo 
segmento può quindi essere sostituito, come è descrit- 
to pritna, da un inserto di DNA estraneo (Fig. 28.66). 
Il DNA viene compresso nelle teste del fago \ solo 
se la sua lunghezza va dal 75 al 105% di quella del 
genoma del ceppo nativo di ), che € di 48,5 kb. Di 
conseguenza, i vettori di fago ) che non hanno ac- 
quisito un inserto di DNA estraneo sono incapaci di 
propagarsi perché sono troppo corti per dare origi- 
ne a particelle fagiche infettive. I vettori cosmidici 
sono soggetti alla stessa limitazione. Inoltre, i cosmi- 
di clonati sono raccolti ricomprimendoli in particelle 
fagiche. 
Quindi, ogni cosmide che abbia perso, attraverso de- 
lezioni casuali, abbastanza DNA da renderlo più cor- 
to del suddetto limite, non viene recuperato. Questa 
è la ragione per cui i cosmidi possono sostenere la 
proliferazione di lunghi inserti di DNA, mentre altri 
tipi di plasmidi non possono. 


Figura 28.66 Il clonaggio di DNA estraneo in fagi \. La 
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sono indispensabili alla moderna ricerca biochimica, 
l’uso della reazione a catena della polimerasi 
(PCR) fornisce un metodo conveniente di amplifica- 
zione di un segmento specifico di DNA lungo fino 
a 6 kb. In questa tecnica, un campione di DNA dena- 
turato viene incubato con la DNA polimerasi e due 
primer oligonucleotidici che dirigono la sintesi di nuo- 
vi filamenti complementari da parte della DNA poli 
merasi. Cicli multipli di questo processo, ciascuno dei 
quali approssimativamente raddoppia la quantità di 
DNA presente, amplificano esponenzialmente il DNA 
a partire perfino da un gene in copia singola. In cia- 
scun ciclo i due filamenti del DNA duplex vengono 
separati mediante denaturazione da calore, i primer 
si associano ai loro segmenti complementari sul DNA 
e la DNA polimerasi dirige la sintesi dei filamenti 
complementari (paragrafo 28.6C). L’uso di una poli- 
merasi stabile al calore derivata dal batterio termofi- 
lo Thermus aquaticus elimina la necessità di aggiun- 
gere enzima fresco dopo ciascuna fase di denatura- 
zione al calore. Ciascun ciclo di amplificazione quin- 
di viene controllato semplicemente variando la tem- 
peratura. 

Venticinque cicli di amplificazione mediante PCR 
aumentano la quantità della sequenza bersaglio di 
circa un milione di volte con grande specificità. È 
stato dimostrato, infatti, che il metodo è in grado 
di amplificare un DNA bersaglio presente solo una 
volta in un campione di 105 cellule, dimostrando 
quindi che il metodo può essere usato senza prima 
purificare il DNA. 

Il DNA amplificato può essere caratterizzato con le 
varie tecniche di cui abbiamo già' parlato: Southern 
blotting, analisi di RFLP e determinazione diretta della 
sequenza. L’amplificazione mediante PCR è quindi 
una forma di «clonaggio molecolare senza cellule» che 
può ottenere con una reazione automatizzata in VI- 
tro di 3-4 ore quello che altrimenti richiederebbe gior- 
ni o settimane con le tecniche di clonaggio di cui 
abbiamo discusso prima. È 

L’uso dell’amplificazione mediante PCR è molto pro- 

mettente per quanto riguarda numerose applicazio- 
ni. Clinicamente può essere utilizzata per la diagnosi 
rapida di malattie infettive e per l'individuazione di 
eventi patologici rari come le traslocazioni cromoso- 
miche. 
Dal punto di vista della medicina legale il DNA deri- 
vato da un singolo capello o spermatozoo può essere 
usato per identificare in modo non ambiguo il suo 
possessore. Anche l’RNA può essere amplificato me- 
diante il metodo della PCR previa conversione dell’R- 
NA in cDNA tramite l’uso della trascrittasi inversa 
(paragrafo 28.6D). 
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E. La produzione di proteine 


305] Uno dei principali usi potenziali della tecnolo- 
gia del DNA ricombinante è la produzione di grosse 
quantità di proteine scarsamente rappresentate o nuo- 
ve. Questa è una procedura relativamente diretta per 
quanto riguarda le proteine batteriche: un gene strut- 
turale clonato deve essere accompagnato dalle sequen- 
ze di controllo della trascrizione e della traduzione 
posizionate in modo opportuno per la sua espressio- 
ne. Con l’uso di un plasmide sotto controllo rilassato 
e di un promotore efficiente (un tipo di elemento 
di controllo della trascrizione; paragrafo 29.3A), la 
produzione di una proteina che ci interessa può rag- 
giungere il 30% delle proteine cellulari totali dell’o- 
spite. Gli organismi modificati in questo modo me- 
diante ingegneria genetica sono chiamati sovrappro- 
duttori. I batteri spesso sequestrano queste enormi 
quantità di proteine inutili (per il batterio) in inclu- 
sioni insolubili e denaturate. 

Gli estratti proteici derivati da queste inclusioni de- 
vono quindi essere rinaturati, di solito mediante dis- 
soluzione in una soluzione di cloruro di guanidio o 
di urea (paragrafo 8.1A) e successiva dialisi per al- 
lontanare l’agente denaturante. 

La sintesi di una proteina eucariotica in un ospite 
procariotico presenta parecchi problemi che non si 
incontrano con le proteine procariotiche: 


1. Gli elementi di controllo eucariotici per la sintesi 
di RNA e proteine non sono riconosciuti dall’o- 
spite batterico. 

2. La maggior parte dei geni eucariotici contiene una 
o più sequenze interne non espresse chiamate in- 
troni, che sono escisse specificamente dal trascrit- 
to di RNA del gene per dare origine all’mRNA 
maturo (paragrafo 29.4A). I geni batterici sono 
privi di introni e quindi i batteri sono incapaci 
di eliminarli. 

3. I batteri-sono privi dei sistemi enzimatici neces 
sari per determinare i rimaneggiamenti postra- 
duzionali di cui molte proteine eucariotiche han- 
no bisogno per svolgere la loro attività biologica 
(paragrafo 30.5). Inoltre, ancora più importante, 
i batteri non sono in grado di glicosilare le protei- 
ne (anche se, in molti casi, la glicosilazione non 
sembra influenzare la funzione delle proteine). 

4. Le proteine eucariotiche possono essere degrada- 
te dalle proteasi batteriche in modo preferenzia- 
le (paragrafo 30.6A). 


Il problema del mancato riconoscimento degli ele- 
menti di controllo eucariotici può essere eliminato 
inserendo la porzione che codifica la proteina di un 
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gene eucariotico in un vettore che contenga elemen- 
ti di controllo batterici correttamente posizionati. La 
necessità di eliminare gli introni può essere aggirata 
clonando il cDNA derivato dall’mRNA della protei- 
na. In alternativa, i geni che codificano piccole pro- 
teine di sequenza nota possono essere sintetizzati chi- 
micamente (paragrafo 28.7). 

Nessuna di queste strategie, però, è applicabile uni- 
versalmente perché sono pochi gli mRNA sufficien- 
temente abbondanti da poter essere isolati e molte 
proteine eucariotiche sono grandi (anche se la dimen- 
sione massima dei polinucleotidi sintetici sta aumen- 
tando rapidamente). 

Analogamente, non è stato sviluppato un approccio 
generale per la modificazione postraduzionale delle 
proteine eucariotiche anche se il taglio dei polipepti- 
di mediante trattamento con tripsina o con bromuro 
di cianogeno (paragrafo 6.1E) è stato usato con suc- 
cesso nell’attivazione in vitro di alcuni proenzimi eu- 
cariotici. Infine, la proteolisi preferenziale da parte 
dei batteri di certe proteine degli éucarioti è stata 
elusa inserendo il gene eucariotico all’interno di un 
gene batterico. 

La proteina ibrida che ne risulta ha un polipeptide 
N-terminale di origine batterica che, in alcuni casi, 
impedisce alle proteasi batteriche il riconoscimento 
come estraneo del segmento eucariotico. Lo svilup- 
po, però, di vettori per clonare che si propagano in 
ospiti eucarioti, quali il lievito o cellule animali in 
coltura, ha condotto all’eliminazione di molti di que- 
sti problemi (anche se le modificazioni postraduzio- 
nali possono variare tra eucarioti diversi). Sono di- 
sponibili, infatti, i vettori navetta (detti anche vet- 
tori shuttle) che si possono propagare sia in lievito 
che in E. coli e trasportare quindi dei geni tra questi 
due tipi di cellule. 

La capacità di sintetizzare una data proteina in 
grande quantità ha un enorme potenziale medico, 
agricolo e industriale. L’insulina umana e l’ormone 
della crescita umano, per citarne solo due, sono già 
ampiamente usati in campo clinico, e molti altri so- 
no in via di sviluppo. Di uguale importanza è la 
capacità di modificare proteine ai fini di applicazio- 
ni specifiche mediante mutagenesi sito-specifica (pa- 
ragrafo 28.7). Per molti scopi, però, sarà preferibile 
modificare un organismo intatto invece che solo le 
sue proteine — la vera ingegneria genetica. Per esem- 
pio, se i batteri che fissano l’idrogeno potessero es- 
sere persuasi ad associarsi con piante importanti dal 
punto di vista agricolo oltre ai legumi (un processo 
complicato i cui requisiti non sono ben compresi), 
potrebbe forse essere interamente eliminata la ne- 
cessità di usare fertilizzanti all’azoto per crescere 
Queste piante. 
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F. Considerazioni sociali 


[1306] Nei primi anni ’70, quando furono discusse per 
la prima volta le strategie dell’ingegneria genetica, 
si capì che si sapeva poco sulla sicurezza degli espe- 
rimenti che venivano proposti. Certamente sarebbe 
stato temerario tentare esperimenti quali l’inserimen- 
to del gene della tossina difterica (paragrafo 30.3G) 
in E. coli convertendo questo simbionte dell’uomo 
in un patogeno mortale. Ma quali pericoli biologici 
sarebbero derivati, per esempio, dal clonaggio di ge- 
ni di virus tumorigenici in E. coli (una tecnica utile 
per l’analisi di questi virus)? Nel 1975, di conseguen- 
za, i biologi molecolari proclamarono una moratoria 
volontaria sugli esperimenti di clonaggio molecolare 
fino a che questi rischi non avessero potuto essere 
valutati. Questo fatto innescò un acceso dibattito, pri- 
ma tra i biologi molecolari e in seguito nel contesto 
pubblico, tra due campi: quelli che pensavano che 
gli enormi benefici potenziali della ricerca mediante 
DNA ricombinante ne dovessero garantire la conti- 
nuazione una volta prese adeguate misure di sicu- 
rezza, e quelli che sentivano che i potenziali pericoli 
fossero così grandi da non dover procedere in nes- 
sun caso. 

Alla fine, prevalse il primo punto di vista con la 
promulgazione, nel 1976, di una serie di regole da 
parte del governo degli U.S.A. per la regolamenta- 
zione della ricerca mediante DNA ricombinante. 
Esperimenti che erano ovviamente pericolosi furono 
proibiti. In altri esperimenti, la fuga di organismi 
dal laboratorio doveva essere prevenuta mediante 
«contenimento sia fisico che biologico. Per contenimen- 
to biologico si intendeva che i vettori andassero clo- 
nati solo in organismi-ospite dotati di difetti biologici 
tali da impedirne la sopravvivenza al di fuori del 
laboratorio. Per esempio, x1776, il primo ceppo di 
E. coli approvato come «sicuro», ha tra i suoi svariati 
difetti la necessità di acido diamminopimelico, un in- 
termedio nella biosintesi della lisina (paragrafo 24.55), 
che non è presente nell’intestino umano né è comu- 
nemente disponibile nell'ambiente. 

Con il crescere dell’esperienza nella ricerca median- 
te il DNA ricombinante divenne chiaro che le prece- 
denti osservazioni erano in gran parte prive di fon- 
damento. Nessun organismo geneticamente modifi- 
cato è stato ancora descritto come agente di un peri- 
colo inaspettato per la salute. La tecnologia del DNA 
ricombinante, infatti, ha in molti casi eliminato i pe- 
ricoli dello studio di patogeni pericolosi come il vi- 
rus che provoca l'AIDS. Di conseguenza dal 1979 le 
regole che governano la ricerca mediante DNA ri- 
combinante sono state gradualmente allentate. 

Ci sono altre considerazioni sociali, etiche e legali 
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di un solo nucleotide. La sequenza di basi di un DNA 
può essere letta direttamente da un’autoradiografia 
del gel. Nel metodo della terminazione della catena, 
il DNA che deve essere sequenziato viene replicato ad 
opera della DNA polimerasi I in presenza di un deos- 
sinucleoside trifosfato radiomarcato con [a-*°P] e di 
una piccola quantità dell’analogo dideossi di uno dei 
nucleosidi trifosfati. Questo genera una serie di cate- 
ne marcate con 3P che si interrompono in corrispon- 
denza delle varie posizioni occupate dalla base corri- 
spondente. Un’autoradiografia del gel di sequenza con- 
tenente i quattro gruppi di frammenti, ciascuno ter- 
minante dopo un diverso tipo di base, indica la se- 
quenza di basi del DNA. L’RNA può essere sequen- 
ziato determinando la sequenza del suo cDNA corri- 
spondente o mediante determinazione diretta della se- 
quenza con una variante del metodo del taglio chimico. 

Gli oligonucleotidi sono indispensabili alla tecnolo- 
gia del DNA ricombinante; essi vengono usati per iden- 
tificare geni normali e mutati e per modificare speci- 
ficamente dei geni mediante mutagenesi sito-specifica. 
Oligonucleotidi di sequenza definita vengono sintetiz- 
zati con il metodo del triestere fosfato, un processo 
ciclico, non acquoso, in fase solida e automatizzato. 


Un frammento di DNA può essere prodotto in gran- 

di quantità inserendolo, mediante le tecniche del DNA 
ricombinante, in un opportuno vettore per clonare. 
Questo può essere un plasmide, un batteriofago, un 
cosmide o un cromosoma artificiale di lievito (YAC) 
derivato mediante ingegneria genetica. Per essere clo- 
nato il DNA viene di solito preparato come frammen- 
ti di restrizione in modo da poter essere specificamente 
legato con il corrispondente taglio di restrizione nel 
vettore di clonaggio. Il collegamento del gene può an- 
che avvenire mediante la generazione di code di omo- 
polimeri complementari sul frammento di DNA e sul 
vettore di clonaggio o mediante l’uso di elementi pa- 
lindromici sintetici di collegamento contenenti sequenze 
di restrizione. 
L’introduzione di un vettore di clonaggio ricombinan- 
te in un organismo ospite opportuno permette la pro- 
duzione in quantità praticamente illimitata del seg- 
mento di DNA estraneo. Un particolare gene può es- 
sere isolato mediante l’analisi di una genoteca del- 
l'organismo produttore del gene. Le tecniche di inge- 
gneria genetica possono anche essere usate per pro- 
durre in grandi quantità proteine altrimenti scarse 
o modificate in modo specifico. 
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Capitolo 28 


*7. 


10. 


11. 


12. 


13. 


Perché le conformazioni dell’anello di ribosio più 
comunemente osservate sono quelle in cui o l’ato- 
mo C(2‘) o l'atomo C(3‘) sono fuori dal piano degli 
altri quattro atomi dell’anello? (Suggerimento: nel 
piegare un anello planare di modo che un atomo 
sia fuori dal piano degli altri quattro, i sostituenti 
intorno al legame opposto dell’atomo fuori dal pia- 
no rimangono nascosti. Ciò si osserva meglio con 
un modello a sfere e bastoncini.) 


Il DNA del virus del polioma può essere separato 
mediante sedimentazione a pH neutro in tre com- 
ponenti che hanno coefficienti di sedimentazione 
di 20, 16 e 14,59 e che sono noti come DNA di Tipo 
I, II e III rispettivamente. Questi DNA hanno tutti 
una identica composizione di basi e massa moleco- 
lare. In 0,15M NaCl i DNA di Tipo Il e di Tipo III 


hanno curve di fusione di normale cooperatività e . 


una T,, di 88 °C. Il DNA di Tipo I, però, mostra 
una curva di fusione molto allargata e una Tm di 
107 °C. A pH 13 i DNA di Tipo I e III hanno coeffi- 
cienti di sedimentazione di 53 e 165. In che modo 
i DNA di Tipo I, Il e III differiscono l’uno dall’altro? 
Date una spiegazione delle loro diverse proprietà 
fisiche. 


Un DNA a doppia elica circolare e chiuso ha un seg- 
mento di 100 bp di residui C e G alternati. In segui 
to a trasferimento in una soluzione contenente un’al- 
ta concentrazione di sali, questo segmento va in- 
contro a una transizione dalla conformazione 8 alla 
conformazione Z. Quali sono i cambiamenti che si 
accompagnano a questo fenomeno per quanto con- 
cerne numero di legame, numero di giri di elica 
e numero di giri di superelica? 


Avete scoperto un enzima secreto da un batterio 
particolarmente virulento che taglia il legame C(2°) 
C(3’) del residuo di ribosio del DNA duplex. Qual 
è l’effetto di questo enzima sul DNA superavvolto? 


Il DNA di SV40 è una molecola circolare di 5 243 
bp che è per il 40% G+C. In assenza di informazio- 
ni sulla sequenza, quanti tagli vi aspettate che fac- 
ciano nel DNA di SV40 gli enzimi di restrizione 
Tagi, EcoRI, Pstl e Haell? (Nella Fig. 28.49 è indicato 
il numero di tagli che questi enzimi di restrizione 
fanno effettivamente.) 


Un cromosoma batterico consiste di un complesso 
DNA-proteine in cui la sua singola molecola di DNA 
appare superavvolta, come è dimostrato con la tito- 
lazione del bromuro di etidio. Contrariamente al caso 
del DNA duplex circolare e nudo, però, il taglio di 
un filamento singolo del DNA cromosomico non abo- 
lisce questo superavvolgimento. Che indicazioni dà 
questo fenomeno sulla struttura del cromosoma bat- 
terico, cioè, come viene limitato il DNA dalle sue 
proteine? 


Quali delle endonucleasi di restrizione elencate nel- 
la Tabella 28.5 producono estremità tronche? Quali 
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Figura 28.70 (Fonte: SmitH, D. R. e Cavo, }. M., Nucleic Acid Res., 
8, p. 2268, 1980.) 


di esse sono isoschizomeri (enzimi che hanno la 
stessa sequenza di riconoscimento ma non tagliano 
necessariamente in corrispondenza dello stesso si- 
to; dal greco isos, uguale; e schizein, tagliare); quali 
di esse sono isocaudameri (enzimi che producono 
identiche estremità coesive; dal latino cauda, coda)? 


14. Nello studiare una specie batterica appena scoperta 


nelle fogne di Berkeley isolate un plasmide che so- 
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15. 


spettate sia portatore di geni che conferiscono la 
resistenza a parecchi antibiotici. Per caratterizzare 
questo plasmide decidete di fare la sua mappa di 
restrizione. Le dimensioni dei frammenti di restri- 
zione dei plasmidi, determinate dalla loro mobilità 
elettroforetica su gel di agarosio, sono elencate nel- 
la tabella seguente. Dai dati costruite la mappa di 
restrizione del plasmide. 


Dimensioni dei frammenti di restrizione di un DNA 
plasmidico 


Enzimi di Dimensioni dei 
restrizione frammenti (kb) 
EcoRI 5,4 

Hindlll 2,1 1,9 14 
Sall 5,4 

EcoRI+ HindIIl 2,1 1,4 1,3 0,6 
EcoRI + Sall 3,2 2,2 

HindI!l + Sall 1,9 1,4 1,2 0,9 


La Fig. 28.70 mostra un autoradiogramma del gel 
di sequenza di un frammento di restrizione otte- 
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16. 
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nuto con Haelll dal gene di E. coli K12 che codifica 
la diidrofolato reduttasi. Il DNA è stato trattato col 
metodo del taglio chimico per la determinazione 
della sequenza del DNA dopo marcatura con 3°P 
in corrispondenza della sua estremità 3°’. Leggete 


la sequenza delle prime 50 basi a partire dal fondo 
del gel. 


Quanti frammenti di DNA di lievito di lunghezza 
media di 5 kb devono essere clonati per essere cer- 
ti al 90, 99 e 99,9% che una genoteca contenga un 


particolare segmento? Il cromosoma di lievito con- 
siste di 13 500 kb. 


Molte delle operazioni di routine in ingegneria ge- 
netica vengono fatte utilizzando dei «kit» disponi- 
bili commercialmente. Genbux Inc., un futuro pro- 
duttore di tali kit, ha chiesto la vostra opinione sul- 
la fattibilità di fornire un kit di vettori di clonaggio 
in fagi \ intatti la cui sezione centrale del DNA sia 
già rimossa. Presumibilmente un «mago del clonag- 
gio» potrebbe così crescere la necessaria quantità 
di fago, isolare il suo DNA e tagliarlo con enzimi 
di restrizione senza dover andare incontro alla fati- 


ca di separarne la sezione centrale. Quale consiglio 
dareste all’industria? 
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Rimozione 
dell’induttore 


4.0 | 


Aggiunta 
1.0 | dell'induttore 


Proteina B-galattosidasi (4g) 


10. 20 30 40 50. 60 70 80 
Proteina batterica (ug) 


Figura 29.2 La cinetica di induzione della 6-galattosidasi in £. coli. 
(Fonte: COHN, M., Bacteriol. Rev., 21, p. 156, 1957.) 


cità di sintesi di queste proteine di circa 1000 volte 
e mantengono questo ritmo fino a che non c’è più 
lattosio a disposizione. La velocità di sintesi torna 
quindi ai suoi bassissimi livelli (Fig. 29.2). Questa ca- 
pacità di produrre una serie di proteine solo quando 
sono presenti le sostanze che esse metabolizzano per- 
mette ai batteri di adattarsi al loro ambiente senza 
la necesità debilitante di sintetizzare continuamente 
grandi quantità di sostanze altrimenti non necessarie. 

Il lattosio o uno dei prodotti del suo metabolismo 
deve in qualche modo stimolare la sintesi delle sud- 
dette proteine. Una tale sostanza viene chiamata in- 
duttore. L’induttore fisiologico del sistema del latto- 
sio, l’isomero del lattosio 1,6 allolattosio, 


CH,0H sl CH, 
HO 0) OT HK O, OH 
H H 
OH H OH H i 
H H HO H 
H OH H OH 


1,6-allolattosio 


deriva dall’occasionale transglicosilazione del latto- 
sio ad opera della 8-galattosidasi. La maggior parte 


degli studi sul sistema del lattosio impiegano l’iso- 
propiltiogalattoside (IPTG), 


CH,0H a 
HO Op SH 
H I 
OH H CH 
H H 
H OH 


Isopropiltiogalattoside (IPTG) 


III A III I ti T__ —_’ ———__ _T_——— 


[1313] 1314] 


e e III ‘"‘I—ZI—ZITIT ZII tt LF I e ed “di ui 


© 88-08-10538-3 


un potente induttore che assomiglia strutturalmente 
all’allolattosio ma che non è degradato dalla 8-galat- 
tosidasi. 

Gli induttori del sistema del lattosio stimolano an- 
che la sintesi di tiogalattoside transacetilasi, un 
enzima che, in vitro, trasferisce un gruppo acetilico 
dell’acetil-CoA al gruppo C(6)-OH di un f-tiogalattoside 
come l’IPTG. Poiché, però, la fermentazione del ga- 
lattosio procede normalmente in assenza di tiogalat- 
toside transacetilasi, il ruolo fisiologico di questo en- 


x 


zima non é noto. 


I geni del sistema lac formano un operone 


[313]! geni che codificano f-galattosidasi, galattosi- 
de permeasi e tiogalattoside transacetilasi native so- 
no designate con Z*, Y* e A* rispettivamente. La 
mappatura genetica dei mutanti deficitari Z7, YT e 
A° ha mostrato che questi geni strutturali lac (ge- 
ni che codificano polipeptidi) sono disposti in modo 
contiguo sul cromosoma di E. coli (Fig. 29.3; la map- 
patura genetica è descritta nel paragrafo 27.1). Que- 
sti geni, assieme agli elementi di controllo P e O, for- 
mano un’unità genetica chiamata operone, e più spe- 
cificamente l’operone del lattosio. La natura degli 
elementi di controllo è descritta più oltre. Il ruolo 
degli operoni nell'espressione dei geni nei procarioti 
è presa ‘in esame nel paragrafo 29.3. 


Il repressore lac inibisce la sintesi delle proteine 


. dell’operone del lattosio 


314) Un indizio essenziale su come E. coli sintetizza 
le proteine è stato fornito da una mutazione che de- 
termina la sintesi in gran copia delle proteine del 
lac operone in assenza di un induttore. Questa cosid- 
detta mutazione costitutiva si trova in un gene, 
designato I, che è diverso dai geni che codificano gli 
enzimi lac anche se è strettamente legato ad essi (Fig. 
29.3). Qual è la natura del prodotto del gene I? A 


+ Gene __| Siti di,lu Geni strutturali 
regolatore | controllo 


=——__ Operone del lattosio —T___>— 


Figura 29.3 Una mappa genetica dei geni di E. coli che codificano 
le proteine che mediano il metabolismo del lattosio e i siti genetici 
che controllano la loro espressione. ! geni Z, Y e A, rispettivamente, 
codificano 8-galattosidasi, galattoside permeasi e tiogalattoside tran- 
sacetilasi. 
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Figura 29.4 La comparsa di 6-galattosidasi nei merozigoti transitori 
{diploidi parziali) formati dalla coniugazione tra donatori /* Z*Hfr 
e riceventi /7Z7 FT. Il ceppo FT è inoltre resistente sia al batteriofa- 
go T6 che alla streptomicina, mentre il ceppo Hfr è sensibile a questi 
agenti. Entrambi i tipi di cellule sono stati cresciuti e coniugati in 
assenza di induttore. Dopo un tempo sufficiente al trasferimento dei 
geni /ac le cellule Hfr sono state selettivamente uccise dall’aggiunta 
di fago T6 e streptomicina. In assenza dell'induttore (curva inferiore) 
la sintesi di 6-galattosidasi inizia intorno al momento in cui i geni 
lac entrano nelle cellule FT e continua per circa un'ora. Se l’indut- 
tore viene aggiunto appena dopo che le cellule Hfr sono state uccise 
(curva superiore) la sintesi di enzima continua. Questo dimostra che 
la cessazione della sintesi di 6-galattosidasi in cellule non indotte 
non è dovuta alla perdita intrinseca della capacità di sintetizzare que- 
sto enzima. (Fonte: PARDEE, A. B., JACOB, F. e MONOD, |., /. Mol. Biol., 
1, p. 173, 1959.) 


questa domanda ha risposto un ingegnoso esperimen- 
to effettuato da Arthur Pardee, Francois Jacob e Ja- 
ques Monod. Dei batteri Hfr di genotipo I*Z* sono 
stati accoppiati con un ceppo FT di genotipo I7Z" 
in assenza di induttore mentre veniva registrata l’at- 
tività della B-galattosidasi in coltura (Fig. 29.4; l’ac- 
coppiamento dei batteri è descritto: nel paragrafo 
27.4D). Inizialmente, come ci si aspettava, non si è 
registrata alcuna attività della 8-galattosidasi dato che 
i donatori Hfr erano privi di induttore e i riceventi 
F erano incapaci di produrre enzima attivo (solo 
il DNA passa attraverso il ponte citoplasmatico che 
collega due batteri in accoppiamento). Circa un’ora 
dopo l’inizio dell’accoppiamento, tuttavia, giusto 
quando i geni di /*Z* risultano entrati nelle cellule 
F-, si registrò la sintesi di B-galattosidasi, che cessò 
solo dopo circa un’altra ora. La spiegazione di queste 
osservazioni è che il gene Z* donato, in seguito al- 
l'ingresso nel citoplasma delle cellule I°, dirige la 
sintesi della 68-galattosidasi in modo costitutivo. Solo 
dopo che il gene I* donato ha avuto abbastanza 
tempo di essere espresso è in grado di reprimere la 
sintesi di 6-galattosidasi. Il gene I* deve quindi dare 


Induttore 


Il complesso induttore- 
repressore non si lega 
all'operatore 


origine a un prodotto diffusibile, il repressore lac, 
che inibisce la sintesi di B-galattosidasi (e delle altre 
proteine lac). Gli induttori come IPTG inattivano tem- 
poraneamente il repressore lac, mentre le cellule I° 
sintetizzano costitutivamente gli enzimi lac poiché 
sono prive di un repressore funzionale. 

Il repressore lac, come vedremo nel paragrafo 29.3B, 


x 


è una proteina. 


B. L'RNA messaggero 


[1315] La natura della molecola bersaglio del repres- 
sore lac è stata dedotta, nel 1961, mediante un’acuta 
analisi genetica da Jacob e Monod. Un secondo tipo 
di mutazione costitutiva nel sistema del lattosio, de- 
signato O° (che sta per operatore costitutivo), che 
da studi di complementazione risulta essere indipen- 
dente dal gene I, mappa tra i geni I e Z (Fig. 29.3). 
Nel ceppo F' parzialmente diploide O°Z7/FO*Z*, 
l’attività della B-galattosidasi è inducibile mediante 
IPTG mentre il ceppo 0°Z*/FO*Z" sintetizza que- 


(a) Assenza di induttore 


Operatore 


Operone lac 


Il repressore si lega 
all'operatore impedendo la 
trascrizione dell’operone lac 


Repressore 


(b) Presenza dell'induttore 


B-galattosidasi % | 
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Figura 29.5 L'espressione dell'operone del lattosio. (a) In assenza di 
induttore il repressore, il prodotto del gene /, si lega all'operatore 
impedendo la trascrizione dell’operone /ac. (b) In seguito al legame 
con l’induttore, il repressore si dissocia dall'operatore permettendo 
la trascrizione e la susseguente traduzione dei geni strutturali /ac. 
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Figura 29.8 Una fotografia al microscopio elettronico dell’oloenzima 
della RNA polimerasi di £. coli attaccato a vari siti promotori sul DNA 
del batteriofago T7. (Fonte: Williams, R. C., Proc. Natl. Acad. Sci., 
74, p. 2313, 1977.) 


alla funzione catalitica dell'enzima. L’enzima attivo 
richiede anche la presenza di Mg?*. 

L'oloenzima, che è tra gli enzimi solubili noti più 
grossi, ha un diametro di — 100 À, che lo rende visi- 
bile alla microscopia elettronica (Fig. 29.8); queste im- 
magini indicano chiaramente che la RNA polimerasi 
si lega al DNA come un protomero. Le grosse dimen- 
sioni dell’oloenzima sono presumibilmente necessa- 
rie per le svariate e complesse funzioni che compren- 
dono (1) il legame al filamento stampo, (2) l’inizio 
della catena di RNA, (3) l'allungamento della catena 
e (4) la terminazione della catena. Discuteremo di que- 
ste varie funzioni più avanti. 

La-struttura della RNA polimerasi di E. coli è stata 
determinata a una risoluzione di — 27 À mediante 
analisi con microscopia elettronica di cristalli bidi- 
mensionali di questa proteina cresciuti su strati di 
lipidi carichi positivamente. L’enzima ha una forma 
irregolare di — 100 Xx 100 x 160 À. La sua caratteristi- 
ca più saliente è una protuberanza a pollice che cir- 
conda un canale cilindrico dal diametro di —25 À 
e dalla lunghezza di — 55 À, che è quindi delle giu- 
ste dimensioni per legare il DNA a doppia elica. C'è 
una notevole somiglianza tra questo canale e la fes- 
sura che si ipotizza leghi il DNA vista nella struttura 
ai raggi X del frammento grande (di Klenow) della 
DNA polimerasi I di E. coli (Fig. 31.10). Il canale ha 
una lunghezza sufficiente ad accogliere circa 16 cop- 
pie di basi di DNA-B, e non è sufficiente a rende- 


re conto delle 50-60 coppie di basi di DNA-B che si 
sa si associano simultaneamente alla RNA polimerasi 
durante la trascrizione. Si ritiene quindi che questo 
tratto di — 170 À di lunghezza di DNA-B sia parzial- 
mente avvolto intorno alla proteina; questo spieghe- 
rebbe la mobilità elettroforetica inferiore alle aspet- 
tative della RNA polimerasi quando è complessata 
con il DNA. 


B. Il legame al filamento stampo 


[319] La sintesi dell’RNA normalmente inizia solo in 
corrispondenza di siti specifici sullo stampo di DNA. 
Questo fatto è stato dimostrato inizialmente attraverso 
studi di ibridizzazione di DNA del batteriofago 
$X174 con l’RNA prodotto da E. coli infettati da 
$X174. Il batteriofago $X174 presenta un filamento 
di DNA a singola elica chiamato filamento «più». In 
seguito alla sua iniezione in £. coli il filamento «più» 
dirige la sintesi del filamento «meno» complementa- 
re con cui si combina per formare un DNA duplex 
circolare noto come la forma replicativa (paragra- 
fo 31.3B). L’RNA prodotto da E. coli infettati da $X174 
non ibridizza con il DNA del fago intatto ma lo fa 
con la forma replicativa. Così solo il filamento «me- 
no» del DNA di $X174, il cosiddetto filamento «sen- 
se», viene trascritto, funziona cioè come stampo; il 
filamento «più», il filamento «antisense», non lo fa. 
Studi simili mostrano che in fagi più grandi, come 
T4 e , i due filamenti di DNA virale costituiscono 
i filamenti sense per gruppi di geni diversi. Lo stesso 
sembra essere vero per gli organismi cellulari. 


L’oloenzima si lega specificamente 
ai promotori 


1320) La RNA polimerasi si lega al suo sito d’inizio 
attraverso sequenze di basi note come promotori che 
sono riconosciuti dal fattore o corrispondente. L’esi- 
stenza dei promotori è stata riconosciuta inizialmen- 
te mediante mutazioni che aumentano o diminuisco- 
no la velocità di trascrizione di determinati geni com- 
presi quelli dell’operone lac. La mappatura genetica 
di queste mutazioni ha indicato che il promotore con- 
siste di una sequenza di —40 bp che è localizzata 
al lato 5’ del sito d’inizio della trascrizione. Per con- 
venzione, la sequenza del DNA stampo è rappresen- 
tata tramite il suo filamento antisense (non stampo) 
in modo da avere la stessa direzione dell'RNA tra- 
scritto. Ad una coppia di basi in una regione promo- 
tore viene assegnato un numero positivo 0 negativo 
che ne indica la posizione, a monte o a valle nella 
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direzione del movimento della RNA polimerasi, a par- 
tire dal primo nucleotide che è trascritto in RNA; 
questo sito di inizio è +1 e non c'è 0. L’RNA, come 
vedremo, è sintetizzato in direzione 5’ —— 3’ (pa- 
ragrafo 29.2D). Il promotore di conseguenza si trova 
sul lato «a monte» del nucleotide di inizio dell'RNA. 
Analisi della sequenza indicano che il promotore lac 
(lacP) si sovrappone all’operatore lac (Fig. 29.3). 

L’oloenzima forma stretti complessi con i promo- 
tori (costante di dissociazione K=107!*M) e proteg- 
ge quindi i segmenti di DNA legato dalla digestione 
con DNasi I. La regione da circa — 20 a + 20 è protet- 
ta contro la digestione fino ad esaurimento con DNa- 
si I. La regione che si estende a monte fino a circa 
— 60 è protetta in grado minore, presumibilmente 
perché lega l’oloenzima meno strettamente. 

La determinazione delle sequenze delle regioni pro- 
tette derivate da numerosi geni di E. coli e di fagi 
ha identificato la sequenza «consenso» dei promotori 
di E. coli (Fig. 29.9). La loro sequenza’ più conservata 


Figura 29.9 Le sequenze nucleotidiche del filamento non codificante 
di promotori selezionati di £. coli. La Pribnow box (colorata in rosso), 
una regione di 6 bp centrata intorno alla posizione —10, ed una 
sequenza di 8-12 bp intorno alla regione — 35 (colorata in blu) sono 
entrambe conservate. | siti d'inizio della trascrizione (+1), che nella 
maggior parte dei promotori sono rappresentati da un singolo nucleo- 
tide purinico, sono colorati in verde. La fila in basso mostra la se- 
quenza consenso di 112 promotori; il numero sotto ciascuna base 
indica la sua percentuale di ritrovamento. (Fonte: ROSENSERG, M. e 
Court, D., Annu. Rev. Genet., 13, pp. 321-323, 1979. La sequenza 
consenso è tratta da Hawtey, D. K. e McCLuRE, W. R., Nucleic Acid 
Res., 11, p. 2244, 1983.) 


Operone Regione — 35 


è un esamero centrato intorno alla posizione — 10 co- 
nosciuta come Pribnow box (da David Pribnow che 
ne ha puntualizzato l’esistenza nel 1975). Essa ha una 
sequenza consenso di TATAAT in cui le iniziali TA 
e la T finale sono altamente conservate. Anche le se- 
quenze a monte intorno alla posizione —35 hanno 
una regione di similarità di sequenza, TCTTGACAT, 
che è più evidente nei promotori efficienti. Il nucleo- 
tide di inizio (+1), che è quasi sempre A o G, è al 
centro di una sequenza CAT o CGT poco conservata 
localizzata da 5 a 8 bp a valle della Pribnow box. 
La maggior parte delle sequenze dei promotori varia 
considerevolmente dalla sequenza consenso (Fig. 
29.9). Cionondimeno, una mutazione in una delle re- 
gioni parzialmente conservate può aumentare o di- 
minuire enormemente l’efficienza come sito d’inizio 
di un promotore. Il ritmo a cui i geni sono trascritti, 
che copre una gamma per lo meno di 1000, varia 
direttamente con il ritmo con cui loro promotori for- 
mano complessi di inizio stabili con l’oloenzima. 


La reazione di inizio richiede la formazione 
di un complesso aperto 


[1321] Le regioni del promotore in contatto con l’o- 
loenzima sono state identificate determinando dove 
l’enzima altera la suscettibilità del DNA all’alchila- 
zione da parte di agenti quali il dimetilsolfato (DMS), 
una procedura chiamata footprinting (impronta) (pa- 
ragrafo 33.3B). Questi esperimenti hanno dimostrato 


Pribnow box Sito di 
(regione — 10) inizio (+1) 
lac ACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATEGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG 
lacI CCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTC 
galP2 


ATTTATTCCATGTCACACTTTTCGCATCTTTGTTATGCTATGGTTATTTCATACCAT 


araBAD GGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTT 
araC GCCGTGATTATAGACACTTTTGTTACGCGTTTTTGTCATGGCTTTGGTCCCGCTTTG 
trp AAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTCACGTA 
bioA TTCCAAAAC GTGTTTTTTGTTGTTAATTCGGTGTAGACTTGTAAACCTAAATCTTTT 
bioB CATAATCGACTTGTAAACCAAATTGAAAAGATTTAGGTTTACAAGTCTACACCGAAT 


tRNATY 
rrnDI 
rrnEl 
rrnAl 


Regione —35 
Sequenza 


consenso 42 38 82 84 79 64 53 45 41 


CAACGTAACACTTTACAGCGGCGCGTCATTTGATATGATGCGCCCCGCTTCCCGATA 
CAAAAAAATACTTGTGCAAAAAATTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGA 
CAATTTTTCTATTGCGGCCTGCGGAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGG 
AAAATAAATGCTTGACTCTGTAGCGGGAAGGCGTATTATGCACACCCCGOGCCGOTG 


Sito di 
Pribnow box inizio 


Tè TT GU AUCUA TT... 11-15bp...T A T A A T...5-8bp... A 


79 95 44 59 51 96 c 5. n 
5g 4 
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-=-— Svolgimento 


Figura 29.11 L'allungamento della catena di RNA da parte della RNA 
polimerasi. Nella regione che viene trascritta la doppia elica di DNA 
è svolta di circa un giro per permettere al filamento codificante di 
DNA di formare un breve segmento di doppia elica ibrida DNA-RNA 
con l'estremità 3’ dell'RNA. Con l'avanzare (qui verso destra) della 
RNA polimerasi lungo lo stampo di DNA, il DNA si svolge davanti 
all'estremità 3’ dell'RNA che si allunga e si riavvolge dietro di esso 
determinando l'allontanamento dell'RNA di nuova sintesi dal filamento 
codificante. (a) Un modo in cui ciò potrebbe avvenire presupporreb- 
be che la RNA polimerasi seguisse l'andamento del filamento codifi- 
cante intorno alla doppia elica del DNA: in questo caso il trascritto 


do che il filamento sense possa essere trascritto nel 
suo filamento di RNA complementare. 

Nel far ciò la catena di RNA forma solo transitoria- 
mente un corto duplex ibrido DNA-RNA, come è in- 
dicato dall’osservazione che la trascrizione lascia in- 
tatto lo stampo di DNA duplex e genera RNA a fila- 
mento singolo. 

La «bolla» di DNA non appaiato nel complesso d’ini- 
zio aperto apparentemente avanza lungo il DNA con 
la RNA polimerasi. Ci sono due modi in cui ciò po- 
trebbe avvenire (Fig. 29.11): 


4. Se l’RNA polimerasi seguisse il filamento stampo 
nel suo andamento elicoidale lungo il DNA, il DNA 
non si dovrebbe superavvolgere molto perché il 
DNA duplex non dovrebbe mai essere svolto per 
più di un giro. Il trascritto di RNA, tuttavia, si 
avvilupperebbe intorno al DNA una volta ogni 
giro della doppia elica. Questo modello non è plau- 
sibile perché è improbabile in questo caso che 
DNA e RNA potrebbero essere facilmente distri- 
cati: PRNA non si svolgerebbe spontaneamente 
dal DNA lungo e spesso circolare in un tempo 


Bolla di 
trascrizione 


Superavvolgimento —> 


si avvolgerebbe intorno al DNA una volta ogni giro dell'elica. (b) 
Un'altra e più plausibile possibilità è che l’RNA proceda in linea retta 
mentre il DNA ruota sotto di esso. In questo caso RNA non si avvol- 
gerebbe intorno al DNA ma il DNA diventerebbe superavvolto da- 
vanti alla bolla di trascrizione avanzante e svolto dietro di essa (pen- 
sate alle conseguenze del fatto di mettere, in questo modello, il dito 
tra i filamenti avvolti di DNA e di spingerlo verso destra). Il modello 
presume che la rotazione tanto delle estremità del DNA quanto della 
RNA polimerasi sia impedita da interazioni con l'interno della cellula 
(barre nere). (Fonte: FUTCHER, B., Trends Genet., 4, pp. 271, 272, 
1988.) 


ragionevole, e non si conoscono topoisomerasi ca- 
paci di accelerare questo processo. 

2. Sela RNA polimerasi si muovesse in linea retta men- 
tre il DNA ruota, l’RNA e il DNA non si aggrovi- 
glierebbero. I giri dell’elica di DNA sarebbero spin- 
ti davanti alla bolla di trascrizione avanzante in mo- 
do da superavvolgere il DNA davanti alla bolla (il 
che promuove il superavvolgimento positivo) men- 
tre il DNA dietro alla bolla risulterebbe svolto in mo- 
do equivalente (il che promuove il superavvolgimen- 
to negativo, anche se bisogna notare che il numero 
di legame dell’intero DNA rimane invariato). Que- 
sto modello è sostenuto dall’osservazione che in 
E. coli la trascrizione dei plasmidi ne determina il 
superavvolgimento positivo in mutanti della girasi 
(che non sono in grado di indurre il rilascio del su- 
peravvolgimento positivo; paragrafo 28.5C) e il su- 
peravvolgimento ne gativo in mutanti della topoiso- 
merasi I (che non sono in grado di indurre il rilascio 
del superavvolgimento negativo). 


Qualunque sia il caso, ricordate che il superavvolgi- 
mento inappropriato blocca la trascrizione (paragra- 


1326) 1327] 


La trascrizione 981 


3 88-08-10538-5 


fo 28.5C). Forse la tensione torsionale nel DNA gene- 
rata dal superavvolgimento negativo dietro alla bol- 
la di trascrizione è necessaria per spingere il proces- 
so di trascrizione, mentre troppa tensione potrebbe 
impedire l’apertura e il mantenimento della bolla di 
trascrizione. 


La trascrizione avviene rapidamente 
ed accuratamente 


326] In vivo il ritmo di trascrizione va da 20 a 50 
nucleotidi/s a 37 °C, come indicato dalla velocità con 
cui E. coli incorpora nell’RNA nucleosidi marcati con 
3H (le cellule non sono in grado di prendere nucleo- 
sidi trifosfati dal terreno). Una volta che una moleco- 
la di RNA polimerasi ha iniziato la trascrizione e si 
è spostata dal promotore, un’altra molecola di RNA 
polimerasi può seguire. La sintesi di RNA che siano 
richiesti in grande quantità, come l’RNA ribosomia- 
le per esempio, inizia non appena è stericamente pos- 
sibile, circa una volta al secondo (Fig. 29.12). La fre- 
quenza di errore nella sintesi di RNA, stimata dall’a- 
nalisi di trascritti di stampi semplici come po- 
li[d(AT)]- poli[d(AT)], è di una base sbagliata ogni 
— 105 basi trascritte. Questa frequenza è tollerabile 
a causa della ripetuta trascrizione cui sono soggetti 
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Figura 29.12 Una fotografia al microscopio elettronico e il suo dise- 
Eno interpretativo di due geni ribosomiali contigui di £. coli durante 
la trascrizione. Le strutture a «testa di freccia» derivano dalla crescen- 
te lunghezza delle catene di RNA nascenti con il progredire delle 
molecole di RNA polimerasi che le sintetizzano a partire dal sito di 
inizio sul DNA verso il sito di termine. (Per gentile concessione di 
Oscar L. Miller, jr., University of Virginia.) 


la maggior parte dei geni, del fatto che il codice ge- 
netico contiene numerosi sinonimi (paragrafo 30.1E) 
e del fatto che delle sostituzioni di amminoacidi nel- 
le proteine sono spesso funzionalmente innocue. 


Gli agenti intercalanti inibiscono sia le RNA 
che le DNA polimerasi 


[1327] La daunomicina e il suo parente stretto adria- 
micina, 


H o) 
CHy 
HH 

HO H 
NH} H 


Daunomicina: R=H 
Adriamicina: R=0OH 


che sono agenti chemioterapici preziosi nel tratta- 
mento di alcune forme di cancro nell’uomo, si lega- 
no specificamente al DNA duplex in modo da inibir- 
ne sia la trascrizione che la replicazione. Questi anti- 
biotici presumibilmente agiscono interferendo con il 
passaggio sia della RNA che della DNA polimerasi. 
La struttura ai raggi X dei cristalli del complesso tra 
daunomicina e il suo esanucleotide autocomplemen- 


‘ tare d(CGT.ACG) mostra che il sistema dell’anello aro- 


matico planare della daunomicina (anelli B e D) si 
intercala tra le coppie G - C a entrambe le estremità 
del frammento a doppia elica (Fig. 29.13). L’anello 
non planare A si proietta nella scanalatura seconda- 
ria dove i suoi gruppi laterali stabilizzano il com- 
plesso tramite legami idrogeno col DNA. 

Anche l’actinomicina D, (vedi formula a pagina se- 
guente) un antibiotico prodotto dallo Streptomyces an- 
tibioticus, è un potente inibitore della sintesi degli 
acidi nucleici. Agisce intercalando il suo anello di 
fenoxazone tra due coppie G - C successive di DNA 
duplex in modo analogo alla daunomicina. I due grup- 
pi pentapeptidici ciclici identici della actinomicina, 
che hanno una composizione insolita, stabilizzano 
questa interazione attraverso contatti specifici con la 
doppia elica. Anche altri agenti intercalanti, per esem- 
pio etidio e proflavina (paragrafo 28.4C), inibiscono 
la sintesi degli acidi nucleici, presumibilmente con 
un meccanismo simile. 
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B,y-immido nucleoside trifosfato 


sostanze che sono substrati della RNA polimerasi 
ma che non vengono idrolizzate dal fattore 0. 

2. Manipolazioni genetiche indicano che la termina- 
zione dipendente da o richiede la presenza di una 
sequenza di riconoscimento specifica a monte del 
sito di terminazione. La sequenza di riconoscimen- 
to deve essere sull’RNA nascente invece che sul 
DNA, com’è dimostrato dall’incapacità di o di de- 
terminare la terminazione della trascrizione in 
presenza di RNasi A pancreatica. Le caratteristi 
che essenziali di questo sito di terminazione non 
sono state completamente delucidate; la costruzio- 
ne di siti di terminazione sintetici indica che esso 
consiste di 80-100 nucleotidi privi di una struttu- 
ra secondaria stabile e contenente multiple regio- 
ni ricche di C. 


Queste osservazioni suggeriscono che il fattore o si 
attacchi all’RNA nascente in corrispondenza della sua 
sequenza di riconoscimento e quindi migri lungo 
YPRNA in direzione 5° —> 3’ fino ad incontrare una 
RNA polimerasi ferma sul sito di terminazione (sen- 
za questo momento di pausa della RNA polimerasi 
il fattore o potrebbe non essere in grado di raggiun- 
gerla). A quel punto o svolge la doppia elica RNA- 
DNA formando la bolla di trascrizione e inducendo 
quindi la liberazione del trascritto di RNA. 


Il significato funzionale del meccanismo 
di terminazione della trascrizione 
mediato da o 


331] Alcuni trascritti di E. coli terminano con sequen- 
ze che inducono la terminazione spontanea della tra- 
scrizione mentre altri contengono sequenze che han- 
no bisogno dell’assistenza del fattore o per poterlo 
fare. Quale potrebbe essere la funzione di questo du- 
plice sistema di terminazione? Una possibilità è che 
il fattore o distingua gli mRNA che sono in corso 
di attiva traduzione da quelli che sono relativamente 
liberi da ribosomi (ricordate come i ribosomi si at- 
tacchino all’mRNA nascente poco dopo l’inizio della 
trascrizione) e che quindi renda la continua tradu- 
zione di un mRNA nascente legata alla sua utilizza- 
zione funzionale. Molti geni contengono sequenze di 
terminazione della trascrizione dipendenti da o la- 
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tenti, a cui il fattore o si lega, si pensa, solo quando 
questi siti sono liberi da ribosomi. In condizioni di 
scarsa nutrizione la velocità della sintesi proteica viene 
rallentata e i ribosomi si distribuiscono in modo più 
distanziato lungo gli mRNA. In tali circostanze, il 
fattore o terminerà la trascrizione di trascritti incom- 
pleti in corrispondenza dei loro siti latenti conser- 
vando in questo modo le risorse energetiche che ver- 
rebbero altrimenti spese per la sintesi di questi 
*mRNA sottoutilizzati. 


F. Le RNA polimerasi degli eucarioti 


[332]! nuclei degli eucarioti contengono tre diversi ti- 
pi di RNA polimerasi che differiscono nell’RNA che 
sintetizzano: 


1. RNA polimerasi I, che è localizzata nei nucleoli 
(densi corpi granulari all’interno dei nuclei che 
contengono i geni ribosomiali; paragrafo 29.4B), 
sintetizza i precursori della maggior parte degli 
RNA ribosomiali. 

2. RNA polimerasi II, che si trova nel nucleopla- 
sma, sintetizza i precursori dell’mRNA. 

3. RNA polimerasi IMI, che pure si trova nel nu- 
cleoplasma, sintetizza i precursori dell'RNA ribo- 
somiale 55, i tRNA e numerosi altri piccoli RNA 
nucleari e citoplasmatici. 


Oltre a questi enzimi nucleari (che sono noti anche 
come RNA polimerasi A, B e C) gli eucarioti con- 
tengono RNA polimerasi separate nei mitocondri e 
nei cloroplasti. Le RNA polimerasi degli eucarioti, le 
cui masse molecolari variano tra 500 e 700 KD, sono 
caratterizzate da una composizione in subunità di 
complessità bizantina. Ciascun tipo di enzima con- 
tiene due subunità «grandi» (>100 kD) non identi- 
che e una serie di fino a 12 diverse subunità «piccole» 
che può arrivare sino a 50 KD. Alcune delle subunità 
piccole sono presenti in due o in tutte e tre le RNA 
polimerasi nucleari. Ora come ora non si sa molto 
sulle loro funzioni e interazioni anche se, è interes- 
sante notare, le subunità grandi delle RNA polime- 
rasi Il e III di lievito mostrano una notevole omologia 
l’una con l’altra e con la subunità più grande (8‘) 
della RNA polimerasi di E. coli. 


Il promotore della RNA polimerasi I 
consiste di regioni di controllo «annidate» 


[1333] Il promotore della RNA polimerasi I è stato iden- 
tificato determinando la velocità di trascrizione di 


im 


1334) 1335] 


La trascrizione 985 
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una serie di geni di rRNA mutanti di Xenopus lae- 
vis (una rana africana) con delezioni progressivamen- 
te più lunghe sia all’estremità 5’ che a quella 3°. 
(Non è possibile dedurre il promotore della RNA po- 
limerasi I dalle omologie di sequenza comuni ai ge- 
ni che essa trascrive perché, come vedremo nel pa- 
ragrafo 29.4B, c'è solo un tipo di geni per l’rRNA.) 
Per un’espressione ottimale di rRNA è necessaria la 
presenza del segmento del gene dell’rRNA che si 
estende da — 142 a +6. La minima sequenza di basi 
necessaria per una reazione di inizio accurata, tutta- 
via, si estende tra i nucleotidi —7 e +6. Sembra quin- 
di che quest’ultimo elemento del promotore serva 
a guidare la RNA polimerasi I al suo sito d’inizio 
appropriato, mentre il resto del promotore serva a 
legare le proteine note come fattori di trascrizio- 
ne (vedi più avanti). 


La RNA polimerasi II 


° 


[1334] La RNA polimerasi II è l’enzima eucariotico che 
trascrive i geni che codificano le proteine e alcuni 
RNA nucleari piccoli e stabili. La RNA polimerasi II 
di lievito, che ha una massa molecolare di — 550 kD, 
contiene 10 subunità diverse. Le tre subunità più 
grandi sono omologhe alle subunità 8, 8° ed a della 
RNA polimerasi procariotica e si ritiene quindi che 
rappresentino il nucleo strutturale e funzionale del- 
l’enzima: Altre tre subunità sono componenti anche 
delle RNA polimerasi I e III, che sono responsabili 
della trascrizione rispettivamente degli RNA riboso- 
miali e dei piccoli RNA. Tre delle restanti quattro 
subunità non sembrano essere necessarie per la vita 
del lievito anche se si ritiene che affinino le presta- 
zioni dell’apparato di trascrizione. È interessante no- 


Ovalbumina 
di pollo 


Adenovirus 
tardivo 


8-globina 
di coniglio 


B-globina maggiore . 
di topo 


A Agg Ana 


Tor AorTazA S5T,- As 


Si 


Figura 29.15 Le sequenze promotore di geni strutturali selezionati 
degli eucarioti. Il segmento omologo, la TATA box, è colorato in ros- 
so con la base alla posizione — 27 sottolineata e il nucleotide iniziale 
della trascrizione (+1) colorato in verde. La riga in basso indica la 
sequenza consenso di numerosi di questi promotori mentre i numeri 


X% 


tare che una di queste subunità non essenziali ha 
un segmento di 102 residui che è per il 30% identico 
a quello presente nel fattore o procariotico predomi- 
nante, il 07°. Le sequenze delle subunità delle RNA 
polimerasi II di altre specie eucariotiche mostrano 
che quasi il 40% dei loro residui amminoacidici sono 
invarianti. 

La subunità più grossa della RNA polimerasi Il con- 
tiene un dominio insolitamente ripetitivo che non è 
presente in nessun altro tipo di RNA polimerasi. Que- 
sto dominio carbossiterminale (CTD) o «coda» con- 
siste di una sequenza consenso di 7 residui, Tyr-Ser- 
Pro-Thr-Ser-Pro-Ser, ripetuta in tandem. Questo ep- 
tapeptide è ripetuto 52 volte nel topo, 45 nella Droso- 
phila, e 26 o 27 nel lievito S. cerevisiae. Evidente- 
mente il numero di queste sequenze ripetute in un 
CTD varia con la complessità dell’organismo che lo 
produce. La natura ripetitiva del CTD e il suo alto 
numero di residui Pro suggerisce l’ipotesi che esso 
adotti una conformazione insolita che non contiene 
né a-eliche né foglietti 8. Delle mutazioni che elimi- 
nino tutto o la maggior parte del CTD nel topo o 
nel lievito, o che ne sconvolgano la sequenza ripetu- 
ta si rivelano letali. Sembra quindi che il CTD giochi 
un ruolo essenziale nella trascrizione o nel collega- 
mento tra qualche altro processo e l’apparato di tra- 
scrizione, anche se per ora si possono solo fare con- 
getture sulla natura di questo ruolo essenziale. 


vi 
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I promotori della RNA polimerasi Il n 
sono diversi e complessi 


1335]I promotori riconosciuti dalla RNA polimerasi 
Il, che sono considerevolmente più lunghi e più 
diversificati di quelli dei geni dei procarioti, sono sta- 


GAGGCTATATATTCCCCAGGGCTCAGCCAGTETCTGTACA 
GGGGCTATAAAAGGGGGTGGGGGCGCGTTCGTCCTCACTO 
TTGGGCATAAAAGGCAGAGCAGGGCAGCTGCTGCTAZCACT 


GAGCATATAAGGTGAGGTAGGATCAGTTGCTCCTCACATTT 


in calce danno la percentuale di ritrovamento della base corrispon- 
dente. (Fonte: GANNON, F., O'Hare, K., PERRIN, F., LE PENNEC, J. P., 
Benoist, C., COCHET, M., BREATHNACH, R., ROvAL, A., GARAPIN, A., CA- 
MI, B. e CHamBon, P., Nature, 278, p. 433, 1978.) 
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988 Capitolo 29 


do la sintesi delle proteine appropriate. Questo pro- 
cesso prende solo pochi minuti dato che traduzione 
e trascrizione nei procarioti sono strettamente accop- 
piate: i ribosomi iniziano la traduzione vicino all’e- 
stremità 5’ di un mRNA nascente subito dopo che 
essa è uscita dalla RNA polimerasi (Fig. 29.16). Inol- 
tre, la maggior parte degli mRNA dei procarioti sono 
enzimaticamente degradati entro 1-3 minuti dalla lo- 
ro sintesi, eliminando quindi lo spreco costituito dal- 
la sintesi di proteine non necessarie dopo un cambia- 
mento delle condizioni (la degradazione delle protei- 
ne è discussa nel paragrafo 30.6). 

Le estremità 5’, infatti, di alcuni mRNA sono degra- 
date prima che le loro estremità 3‘ siano state sinte- 
tizzate. 

Per contro, l’induzione di nuove proteine nelle cel 

lule eucariotiche frequentemente richiede ore 0 giorni 
dato che la trascrizione ha sede nel nucleo e l’mRNA 
che ne risulta deve essere trasportato al citoplasma 
dove avviene la traduzione. 
Le cellule eucariotiche, tuttavia, in particolare quelle 
degli organismi multicellulari, vivono in ambienti re- 
lativamente stabili; cambiamenti nel loro schema tra- 
scrizionale avvengono solo durante il differenziamen- 
to cellulare. 

In questo paragrafo prenderemo in esame alcuni 

dei modi in cui è regolata l’espressione dei geni nei 
procarioti mediante controllo della trascrizione. Gli 
eucarioti, che sono creature molto più complesse dei 
procarioti, hanno un sistema di controllo della tra- 
scrizione corispondentemente più complicato i cui 
aspetti generali stanno giusto ora cominciando ad ap- 
parire. 
Rimanderemo quindi la discussione sul controllo della 
trascrizione negli eucarioti fino al paragrafo 33.3, do- 
ve potrà essere preso in considerazione alla luce di 
quanto avremo detto sulla struttura e l’organizzazio- 
ne dei cromosomi degli eucarioti. 


A. | promotori 


340] In presenza di alte concentrazioni di induttore 
l’operone del lattosio viene rapidamente trascritto. 
Per contro, il gene laci viene trascritto a un ritmo 
così basso che una tipica cellula di E. coli contiene 
<10 molecole di repressore lac. Eppure il gene I non 
ha repressore. Esso ha piuttosto un promotore così 
inefficiente da venire trascritto in media una volta 
per generazione batterica. I geni che vengono trascritti 
ad alta frequenza hanno promotori efficienti. In ge- 
nerale, più è efficiente un promotore più la sua se- 
quenza assomiglia alla corrispondente sequenza con- 
senso. 
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In certi fagi l’espressione genica è controllata 
da una successione di fattori o 


[1341] Il processo di sviluppo e differenziamento coin- 
volge l’espressione temporalmente ordinata di gruppi 
di geni secondo programmi specificati geneticamente. 
Le infezioni da parte dei fagi sono tra gli esempi più 
semplici di processo di sviluppo. Generalmente solo 
una parte del genoma del fago, spesso definito come 
geni precoci, è espresso nell’ospite immediatamente 
dopo l’infezione fagica. Col passare del tempo inizia- 
no ad essere espressi i geni intermedi e vengono ini- 
biti tanto i geni precoci quanto i geni batterici. Negli 
stadi finali dell’infezione fagica i geni intermedi ce- 
dono il passo ai geni tardivi. Naturalmente alcuni ti- 
pi di fago esprimono più di tre gruppi di geni e alcu- 
ni geni possono essere espressi in più di uno stadio 
di un’infezione. 

Un modo in cui delle famiglie di geni vengono se- 
quenzialmente espresse è attraverso una «cascata» di 
fattori o. Nell’infezione del Bacillus subtilus da parte 
del batteriofago SP01, per esempio, i promotori dei 
geni precoci sono riconosciuti dall’oloenzima della 
RNA polimerasi batterica. Tra questi geni precoci c'è 
il gene 28 il cui prodotto genico è una nuova subuni- 
tà 0, chiamata 08P°8, che sostituisce la subunità o bat- 
terica nel nucleo centrale dell'enzima. Questo oloen- 
zima ricostituito riconosce solo i promotori dei geni 
intermedi del fago, che hanno tutti le regioni —35 
e — 10 (Pribnow box) simili, ma assomigliano molto 
poco alle corrispondenti regioni dei geni batterici e 
dei geni fagici precoci. I geni precoci risultano quindi 
inattivi una volta che sono stati degradati gli mRNA 
ad essi corrispondenti. I geni intermedi del fago com- 
prendono i geni 33 e 34, che insieme specificano an- 
cora un'altro fattore 0, o8P3384 che, a sua volta, per- 
mette la trascrizione dei soli geni tardivi del fago. 

Parecchi batteri, compresi E. coli e B. subtilis, pre- 
sentano analogamente svariati fattori o. Questi non 
sono utilizzati in modo sequenziale. Piuttosto, quelli 
che differiscono dal fattore o predominante o prima- 
rio controllano la trascrizione di gruppi di geni dal 
compito particolare espressi in modo coordinato i cui 
promotori sono molto diversi da quelli riconosciuti 

* dal fattore o primario. 


B. Il repressore lac 


[1342] Nel 1966 Beno Miiller-Hill e Walter Gilbert han- 
no isolato il repressore lac sulla base della sua capaci 
tà di legare IPTG marcato con 4C ed hanno dimo- 
strato che esso è una proteina. Questa è stata un’im- 
presa eccezionalmente difficile poiché il repressor® 
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lac rappresenta solo circa lo 0,002% delle proteine 
di E. coli di ceppo nativo. Ora, però, il repressore 
lac è disponibile in grande quantità grazie all’utiliz- 
zo delle tecniche di clonaggio molecolare (paragrafo 
28.8D). 


Il repressore lac trova il suo operatore 
scorrendo lungo il DNA 


1343] Il repressore lac è un tetramero di quattro su- 
bunità identiche di 360 residui organizzate in tre as- 
si di simmetria fra loro perpendicolari (simmetria 
D:; paragrafo 7.5B). Ciascuna subunità è capace di 
legare una molecola di IPTG con una costante di dis- 
sociazione di K=1075m. In assenza dell’induttore il 
tetramero repressore si lega non specificamente al 
DNA duplex con una costante di dissociazione 
di K=107*M. Esso tuttavia si lega specificamente 
all’operatore lac con un’affinità mòlto più grande: 
K=10-!5m. La proteolisi limitata del repressore lac 
con tripsina stacca un peptide N-terminale di 58 resi- 
dui da ciascuna subunità. Il rimanente «nucleo» del 
tetramero lega IPTG ma non è in grado di legare 
il DNA. Apparentemente i siti di legame di ciascuna 
subunità con il DNA e con l’induttore occupano do- 
mini separati. 

La costante di velocità osservata per il legame del 
repressore lac all'operatore lac è ky=10!%M7is7!. 
Questa velocità è molto più grande di quella calcola- 
ta per il processo controllato dalla diffusione in solu- 
zione: kj= 107M7!s7! per molecole delle dimensioni 
del repressore lac. Poiché è impossibile per una rea- 
zione procedere più rapidamente della sua velocità 
controllata dalla diffusione, il repressore lac non de- 
ve incontrare l’operatore nella soluzione in una ri- 
cerca casuale in tre dimensioni. Sembra piuttosto che 
il repressore lac trovi l’operatore legandosi non speci- 
ficamente al DNA e scorrendo lungo il DNA in una 

xricerca in una dimensione molto più efficiente. 


> 
L’operatore Jac ha una sequenza 
quasi palindromica 


1344] La disponibilità di grandi quantità di represso- 
re lac ha reso possibile la caratterizzazione dell’ope- 
ratore lac. Del DNA di E. coli, sonicato fino a ridurlo 
in piccoli frammenti, è stato mescolato con il repres- 
sore lac e passato attraverso un filtro di nitrocellulo- 
sa. Le proteine, con o senza DNA legato, si attaccano 
alla nitrocellulosa, mentre il DNA duplex di per sé 
non lo fa. Il DNA è stato staccato dalle proteine lega- 
te al filtro tramite lavaggio con una soluzione di IPTG, 


-«—— _ Protetto dal repressore lac. — 


- -++ - - 
5'TGTGTGGAATTGT GAGCGGATAACAATTTCACACA 3' 


«+» 
3'ACACACCTTAACA CT CGCCTATTGTTAAAGTGTGT 5' 


sò + = 
AH 44 
Mutazioni 0° Ra 
T ACAAT G A 


Figura 29.17 La sequenza di basi dell'operatore /ac. Le regioni corre- 
late per simmetria (in rosso) comprendono 28 dei suoi 35 bp. Un 
«+» indica le posizioni in cui il legame del repressore aumenta la 
metilazione da parte del dimetilsolfato (che metila G in corrisponden- 
za di N(7) e A di N(3)) ed un «—» indica dove questa reazione di 
«footprinting» risulta inibita. La fila in basso mostra le posizioni e 
le identità di diverse mutazioni puntiformi che impediscono il lega- 
me del repressore /ac (mutanti 0°). Le posizioni colorate aumentano 
la simmetria dell'operatore. (Fonte: SogeLL, H. M., in GOLBERGER, R. 


F., (curatore), Biological Regulation and Development, Vol. 1, p. 193, 
Plenum Press, 1979.) 


rimessa assieme al repressore lac e il complesso ri- 
sultante è stato trattato con DNasi I. Il frammento 
di DNA che il repressore lac protegge dalla degrada- 
zione con nucleasi consiste di una serie di 26 bp al- 
loggiata in una sequenza quasi simmetrica di 35 bp 
(Fig. 29.17; in alto). Una tale simmetria palindromi- 
ca è una caratteristica comune dei DNA che vengono 
specificamente legati da proteine; ricordate che an- 
che i siti di riconoscimento delle endonucleasi di re- 
strizione sono palindromici (paragrafo 28.6A). 

È stato suggerito che la simmetria dell’operatore 
lac corrisponda a quella del suo repressore; che l’o- 
peratore cioè si leghi al repressore in una fessura 
simmetrica tra due subunità, analogamente a quan- 
to fa l’endonucleasi di restrizione EcoRI con il suo 
sito di riconoscimento (paragrafo 28.6A). Esperimen- 
ti di protezione dalla metilazione però non sostengo- 
no questo punto di vista. C'è un’asimmetria nella dif- 
ferenza tra operatore libero e operatore legato al re- 
pressore per quanto riguarda la suscettibilità delle 
sue basi alla reazione con DMS (Fig. 29.17). Inoltre, 
mutazioni puntiformi nell’operatore che lo rendano 
un operatore costitutivo (0°), e che indeboliscono in- 
variabilmente il legame del repressore all’operatore, 
possono tanto aumentare quanto diminuire la sim- 
metria dell’operatore (Fig. 29.17). 


Il repressore lac impedisce alla RNA polimerasi 
di formare un complesso di inizio produttivo 


[1345] L'operatore occupa le posizioni da —7 a +28 
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Figura 29.20 La struttura e le interazioni di CAP. (a) Una rappresenta- 
zione a nastro del dimero CAP. | domini N-terminali leganti cAMP, 
che contengono i contatti del dimero, sono colorati in verde e in 
giallo mentre i domini C-terminali sono colorati in blu e in viola con 
i loro motivi elica-curva-elica colorati in toni più scuri. Le eliche sono 
indicate con lettere dell'alfabeto a partire dall’estremità N-terminale 
(Basato su un disegno di Jane Richardson, Duke University.) (b) L'as- 
sociazione proposta, basandosi sulla costruzione di modelli, tra i do- 
mini leganti il DNA di CAP e il loro sito di legame sull’operone lac 
vista lungo l’asse di simmetria della proteina. Notate come le due 
«eliche di riconoscimento», simmetricamente correlate, del dimero 
siano distanziate in modo da inserirsi in giri successivi della scanala- 
tura principale del DNA. Il sito di legame col DNA è stato identificato 
mediante studi di modificazioni chimiche, enzimatiche e mutageni- 
che. | dischi neri indicano i fosfati la cui etilazione impedisce il lega- 
me di CAP, le G racchiuse nei cerchietti sono protette dalla metila- 
zione quando CAP si lega, e con * sono indicati le sedi di mutazione 
in fac che diminuiscono l'affinità di CAP. (Fonte: WesgR, |. T. e STEITZ, 
T. A., Proc. Natl. Acad. Sci., 81, p. 3975, 1984.) 


t 


x 


portante nello studio della regolazione genica è co- 
me queste proteine interagiscono col DNA. La strut- 
tura ai raggi X di un cristallo di CAP, determinata 
da Thomas Steitz, rivela che ciascun monomero di 
questa proteina dimerica consiste di due domini legati 
in modo flessibile (Fig. 29.200). I domini N-terminali 
legano cAMP e formano i contatti intersubunità. I 
domini C-terminali formano il sito di legame col DNA 
com'è dimostrato dall’osservazione che la loro escis- 
sione mediante proteolisi limitata genera una protei- 
na dimerica che lega cAMP ma non il DNA. 

Le due eliche F disposte in modo simmetrico del 
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(b) 


dimero CAP emergono dalla superficie della protei- 
na in modo da adattarsi in scanalature principali suc- 
cessive di DNA-B (Fig. 29.20b) secondo studi di co- 
struzione di modelli. Le eliche E e F di CAP formano 
una struttura supersecondaria a elica-curva-elica 
la cui conformazione assomiglia ad analoghi motivi 
elica-curva-elica di altri repressori la cui struttura ai 
raggi X è nota: il repressore trp di E. coli (paragra- 
fo 29.3E) e i repressori cl e le proteine Cro dei 
batteriofagi ) e 434 (paragrafo 32.3D). 


Interazioni specifiche proteina-DNA derivano 
da mutui adattamenti conformazionali 


[1351] La costruzione di modelli, come quello mostra- 
to nella Fig. 29.20b, e, ancora più importante, la vi- 
sualizzazione diretta di complessi proteina-DNA (ve- 
di più avanti), indicano che queste proteine che lega- 
no il DNA si associano con le loro coppie di basi ber- 
saglio principalmente per mezzo delle catene laterali 
che si dipartono dalla seconda elica del motivo elica 
curva-elica, la cosiddetta «elica di riconoscimento» 
(elica F in CAP, E nel repressore trp ed a3 nelle pro- 
teine di fago). La sostituzione, infatti, (mediante le 
tecniche d’ingegneria genetica descritte nel paragra- 
fo 28.8) dei residui che guardano all’esterno dell’«eli- 
ca di riconoscimento» del repressore 434 con i resi- 
dui corrispondenti del correlato batteriofago P22 
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genera un repressore ibrido che si lega agli operato- 
ri di P22 ma nona quelli di 434. Inoltre, in tutte 
queste proteine i motivi elica-curva-elica di — 20 re- 
sidui hanno sequenze amminoacidiche che si asso- 
migliano l’una all’altra e assomigliano a segmenti po- 
lipeptidici di numerose altre proteine leganti il DNA 
dei procarioti, compreso il repressore lac. Evidente- 
mente, queste proteine sono evoluzionisticamente cor- 
relate e legano il loro DNA bersaglio in modo analogo 
(ma diverso da quello dell’endonucleasi di restrizio- 
ne EcoRI di E. coli; paragrafo 28.6A). 

Come fa l’«elica di riconoscimento» a riconoscere 
la sua sequenza bersaglio? Ciascuna coppia di basi 
presenta una differente e presumibilmente pronta- 
mente riconosciuta costellazione di gruppi disponi- 
bili ai legami idrogeno nella scanalatura principale 
del DNA (Fig. 28.6). È stato quindi proposto che ci 
sia una semplice corrispondenza, analoga all’appaia- 
mento di basi secondo il modello di Watson e Crick, 
tra i residui amminoacidici dell’«elica di riconosci- 
mento» e le basi con cui essi entrano in contatto per 
formare associazioni sequenza-specifiche. Le struttu- 
re ai raggi X sopracitate, tuttavia, indicano che que- 


Figura 29.21 La struttura ai raggi X del repressore del fago 434 (in 
realtà solo dei 69 residui del dominio N-terminale) sotto forma di 
complesso con un frammento di 20 bp della sua sequenza bersaglio (un 
filamento della quale ha la sequenza d(TATACAAGAAAGTTITGTACT) 
vista perpendicolarmente all'asse di simmetria del complesso. (a) Un 
modello a scheletro con il DNA sulla sinistra e con le due subunità 
identiche della proteina (solo lo scheletro di Ca) in rosso e in blu. 
Sono visibili solo i primi 63 residui della proteina. (Per gentile con- 
cessione di Aneel Aggarwal, John Anderson and Stephen Harrison, 
Harvard University.) (b) Un disegno interpretativo che mostra come 


(b) 


st’ipotesi non è corretta. Il riconoscimento della se- 
quenza di basi deriva piuttosto da interazioni strut- 
turali complesse. Per esempio: 


1. La struttura ai raggi X del repressore 434 e della 
proteina Cro sotto forma di complesso con l’iden- 
tico DNA bersaglio di 20 bp (l’espressione del fa- 
go 434 è regolata attraverso il legame differenzia- 
le di queste proteine agli stessi segmenti di DNA; 
paragrafo 32.3D) è stata in entrambi i casi deter- 
minata da Stephen Harrison. Entrambe le proteine 
dimeriche, come predetto per CAP (Fig. 29.20b), 
si associano con il DNA in modo simmetrico con 
le loro «eliche di riconoscimento» legate a giri suc- 
cessivi della scanalatura principale del DNA (Figg. 
29.21 e 29.22). In entrambi i complessi, le protei- 
ne si adattano strettamente alla superficie del DNA 
e interagiscono con le sue coppie di basi e catene 
laterali di zuccheri - fosfati mediante elaborati si- 
stemi di legami idrogeno, ponti salini e contatti 
di van der Waals. Ciò non di meno, le geometrie 
dettagliate di queste associazioni sono significativa- 
mente differenti. Nel complesso repressore-DNA 


il motivo elica-curva-elica (colorazione più scura) interagisca con il 
DNA. Nel monomero inferiore della proteina sono indicate le catene 
laterali importanti per l'interazione con il DNA e i numeri del primo 
e dell'ultimo residuo dell'elica. Notate come le due «eliche di ricono- 
scimento» del dimero si leghino in scanalature principali successive 
del DNA. (Fonte: ANDERSON, }. E., PTASHNE, M. e HARRISON, S. C., 
Nature, 326, p. 847, 1987.) (A Un modello spaziale corrispondente 
alla parte (a). Tutti gli atomi non-H della proteina sono colorati in 
giallo. (Per gentile concessione di Aneel Aggarwal, John Anderson 
e Stephen Harrison, Harvard University.) 
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Figura 29.24 Una mappa genetica degli operoni araC e araBAD di 
E. coli in cui sono indicate le proteine che essi codificano e le reazio- 
ni a cui partecipano queste proteine. Il sistema della permeasi, che 
trasporta l’arabinosio all’interno della cellula, è il prodotto dei geni 
araE ed araF, che si trovano in due operoni indipendenti. Il prodotto 
della via metabolica, xilulosio-5-fosfato, è convertito, tramite una rea- 
zione di transchetolasi, nell’intermedio glicolitico fruttosio-6-fosfatasi 
(paragrafo 21.4C). (Fonte: Lee, N., in MILLER, ]. H. e RezingOFF, W. 
S. (curatori), The Operon, pp. 390, Cold Spring Harbor Laboratory, 
1979.) 


dere il foglietto 8 a due filamenti antiparalleli assieme 
ad elica-curva-elica e a «sinc finger» (paragrafo 33.35) 


D. L'operone dell’arabinosio 
(operone araBAD): controllo positivo» 
e negativo da parte della stessa proteina 


[1353] L'uomo non metabolizza né assorbe dall’inte- 
stino lo zucchero vegetale L-arabinosio. Di conseguen- 
za gli E. coli che normalmente abitano nell’intestino 
umano sono periodicamente invitati a dei banchetti 
di questo pentosio. Tre dei cinque enzimi di E. coli 
che metabolizzano l’r-arabinosio sono prodotti del- 
l’operone araBAD, un operone che può essere repres- 
so dai cataboliti (Fig. 29.24). La trascrizione dell’ope- 
rone araBAD è regolata sia da CAP-CAMP che dalla 
proteina legante Pr-arabinosio AraC (il prodotto del 
gene arac; alle proteine può essere assegnato il no- 
me del gene che le codifica ma in lettere con la pri- 
ma lettera maiuscola; Fig. 29.25): 


(interno) — —T——————»— L-ribulosio RA -rib 


1. 


© 88-08-10538-5 


v-ribulosio-5-P 


-ribulochinasi epimerasi 


ATP ADP 


In assenza di AraC la RNA polimerasi inizia la 
trascrizione del gene araC nella direzione che si 
allontana dal suo vicino a monte, araBAD. L’ope- 
rone araBAD rimane represso. 

Quando è presente AraC, con o senza L-arabinosio, 
ma non CAP-cAMP (alta concentrazione di' gluco- 
sio), AraC si lega a tre diversi siti genici aral, 
che precede appena il promotore araBAD; ara0;, 
che si sovrappone al promotore araG; € ara03, 
che, sorprendentemente, è localizzato in una re- 
gione non codificante a monte del gene arac, in- 
torno alla posizione — 280 relativamente al sito 
d’inizio di araBAD. araO; è l’operatore del gene 
aracC; la sua associazione con AraC blocca la tra- 
scrizione di araC così che questo processo si auto- 
regola. Una serie di mutazioni per delezione indi- 
cano che sia ara0, che aral devono essere pre 
senti perché araBAD sia represso in presenza di 
AraC. La distanza notevolmente ampia che sepa- 
ra ara0; e il promotore araBAD suggerisce quin 
di che il DNA formi un’ansa tale che una singola 
molecola o complesso molecolare di proteina AraC 
si leghi simultaneamente sia ad ara0; che ad 
aral. Questa organizzazione cooperativa è neces 
saria per la repressione mediata da AraC di ara- 
BAD (controllo negativo). 

Quando il livello di CAMP è alto (bassa concen- 
trazione di glucosio), CAP-cAMP si lega a un sito 
tra ara0, ed aral. Quando è presente anche 
r-arabinosio, esso si lega ad AraC inducendola 2 
liberare ara0; in modo da aprire l’ansa di DNA. 


ulosio-5-P TTT D-Yyilulosio-S-P 


1354] 


> 88-08-10538-5 


(a) Quando AraC è assente, 
araC viene trascritto 


(b) Quando il livello di cAMP 
è basso, AraC reprime 
{a trascrizione 


(ec) Quando cAMP è abbondante, 
è attivata la trascrizione 
di araBAD 


La trascrizione 


997 


Figura 29.25 Il meccanismo proposto per la regolazione di ar : 
{a} In assenza di AraC la RNA polimerasi inizia id Sir 
ma non di araBAD. (b) Quando è presente AraC, con o senza 
r-arabinosio, e il livello di cAMP è basso, AraC si lega ad araO; ed 
unisce insieme araO) e aral formando un'ansa di DNA, e dorimene 
do quindi sia araC che araBAD. (c) Quando sono presenti sia AraC 
che L-arabinosio e CAMP è abbondante, il complesso AraC-arabinosio 
libera araO, ma rimane legato ad ara/ dove, in concerto con 
CAP-cAMP, attiva la trascrizione di araBAD. araC rimane represso. 


Quest’influenza combinata di CAP-CA MP ed AraC- 
arabinosio, che è probabilmente mediata attraver- 
so un’interazione diretta tra questi due comples- 
si, attiva la RNA polimerasi a trascrivere l’opero- 
ne araBAD (controllo positivo). L'osservazione che 
la delezione di ara0, consente ad AraC- 
arabinosio di attivare araBAD in presenza di CAP- 
cAMP indica che CAP-cAMP induce AraC-arabi- 
nosio a rilasciare araO. e che questo rilascio è ne- 
cessario per convertire AraC-arabinosio in un at- 
tivatore. araC rimane represso da AraC. 


La funzione della formazione dell’ansa di DNA non 
€ chiara anche se è stato dimostrato che si verifica 
in numerosi sistemi batterici ed eucariotici. Forse per- 
mette a parecchie proteine regolatorie e/o siti regola- 
tori su di una proteina di influenzare simultaneamen- 
te l’inizio della trascrizione da parte della RNA poli- 
Merasi. Come hanno mostrato studi recenti, infatti, 
l’operone lac contiene un secondo e relativamente 
debole operatore situato 400 bp a valle del sito di 


mRNA di araBAD 


inizio della trascrizione (all’interno del gene lacZ). 
Quest’operatore secondario (03) coopera con l’opera- 
tore primario (ora chiamato O0;) per formare un 
complesso di repressione che è più forte di ognuno 
dei due operatori da soli. Si ritiene che durante una 
forte repressione entrambi gli operatori si leghino 


a un singolo tetramero di repressore lac per formare 


un complesso contenente un’ansa di DNA. 


L’attivazione trascrizionale 
dell’operone AraBAD 


354] Il complesso CAP-cAMP contribuisce a regola- 
re la trascrizione dell’operone araBAD legandosi a 
una sequenza di DNA che si trova tra i siti di legame 
di AraC ara0O; e ara! (Figura 29.25). Nel far ciò, 
CAP-CAMP induce il dimero AraC-arabinosio, che for- 
ma un’ansa nel DNA legandosi simultaneamente ad 
aral ed ara0., a liberare ara0:, determinando quin- 
di l'apertura dell’ansa di DNA e la conversione di 
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1000 Capitolo 29 


presa la sequenza trpL. Con l'aumento della concen- 
trazione del triptofano la velocità di trascrizione di 
trp diminuisce come risultato della conseguente 
maggiore abbondanza del complesso repressore trp- 
operatore. Una proporzione sempre maggiore, però, 
dell’'mRNA trp che viene trascritto consiste di un seg- 
mento di soli 140 nucleotidi corrispondente all’estre- 
mità 5’ di trpL. La disponibilità di triptofano deter- 
mina quindi la terminazione prematura della trascri- 
zione dell’operone trp. L'elemento di controllo respon- 
sabile di questo effetto è definito un attenuatore. 


L’elemento terminatore della trascrizione 


x 


dell’attenuatore trp è mascherato quando c’è 
poco triptofano 


[358] Qual è il meccanismo dell’attenuazione? Il tra- 


Figura 29.29 Le strutture secondarie alternative dell'mRNA di trpL. 
La formazione della struttura a forcina 2 - 3 (antiterminatore) (a destra) 
preclude la formazione delle strutture a forcina 1-2 e 3 - 4 (termina- 
tore) (a sinistra) e viceversa. L'attenuazione è il risultato della termina- 
zione prematura della trascrizione immediatamente dopo il nucleoti- 
de 140 quando è presente la forcina 3 - 4. La freccia indica il sito 
deli'mRNA oltre il quale fa RNA polimerasi fa una pausa fino a che 
è raggiunta da un ribosoma attivo. (Fonte: FisHuer, R. F. e YANOFSKY, 
C., Proc. Natl. Acad. Sci., 258, p. 8147, 1983.) 
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scritto attenuatore contiene quattro segmenti comple- 
mentari che possono formare uno tra due gruppi di 
strutture a forcina mutuamente esclusivi (Fig. 29.29). 
I segmenti 3 e 4 assieme ai residui successivi com- 
prendono un normale terminatore della trascrizione 
(paragrafo 29.2E): una sequenza ricca di G+C che 
può formare una struttura a forcina autocomplemen- 
tare seguita da una successione di parecchie U (con- 
frontatela con la Fig. 29.14). Raramente la trascrizio- 
ne procede oltre questo sito di terminazione a meno 
che non ci sia scarsità di triptofano. 

Una sezione della sequenza leader, che comprende 
il segmento 1 dell’attenuatore, viene tradotta forman- 
do un polipeptide di 14 residui che contiene due re- 
sidui Trp consecutivi (Fig. 29.29, a sinistra). La posì- 
zione di questo segmento dipeptidico particolarmen- 
te raro (nelle proteine di E. coli solo — 1% dei residui 
sono Trp) fornisce un indizio importante sul mecca- 
nismo dell’attenuazione. Un ulteriore aspetto essen- 
ziale di questo meccanismo è che i ribosomi iniziano 
la traduzione di un mRNA procariotico appena dopo 
che ne è stata sintetizzata l’estremità 5’. 

Le suddette considerazioni hanno condotto Yanof- 
sky a proporre il seguente modello per l’attenuazio- 
ne (Fig. 29.30). Una RNA polimerasi sfuggita alla re- 
pressione inizia la trascrizione dell’opero:.e trp. Su- 
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(a) Alto livello di triptofano 


Peptide leader 


7 


Ribosoma che sta 
trascrivendo l'mRNA del 
peptide leader 


mRNA di trpl 


(b) Basso livello di triptofano 


Antiterminatore 


mRNA dell'operone trp 


Terminatore della 
trascrizione 


RNA polimerasi 
«terminata» 


RNA polimerasi che 
sta trascrivendo 


Ribosoma fermo in corrispondenza 
dei codoni Trp in tandem 


Figura 29.30 L’attenuazione nell’operone trp. (a) Quando è abbon- 
dante il triptofanil-tRNA"P il ribosoma traduce I'mRNA trpL. La pre- 
senza del ribosoma sul segmento 2 impedisce la formazione della 
struttura a forcina 2 - 3. La struttura a forcina 3 - 4, un componente 
essenziale del terminatore della trascrizione, può quindi formarsi in- 
terrompendo la trascrizione. (b) Quando il triptofani-tRNATP scar- 


bito dopo la trascrizione del sito d’inizio"della tradu- 
zione del gene trpL, un ribosoma si attacca ad esso 
e inizia a tradurre il peptide leader. Quando c’è ab- 
bondanza di triptofano, e quindi un’abbondante for- 
nitura di triptofaniltRNA"P (’PRNA di trasferimen- 
to specifico per Trp con attaccato un residuo Trp; 
paragrafo 30.2C), il ribosoma segue da vicino la RNA 
polimerasi che sta trascrivendo in modo da bloccare 
stericamente la formazione della forcina 2 - 3. La RNA 
polimerasi, infatti, fa una sosta dopo la posizione 92 
del trascritto e continua la trascrizione solo all’avvi- 
cinarsi di un ribosoma, assicurando quindi la vici- 
nanza di queste due entità in corrispondenza di que- 
sta posizione critica. Il fatto che non si formi la forci- 
na 2-3 permette la formazione della forcina 3 - 4, il 
sito di sosta del terminatore della trascrizione, che 
determina la terminazione della trascrizione (Fig. 
29.30a). Quando il triptofano è scarso, però, il riboso- 
ma si blocca in corrispondenza dei codoni UGG in 
tandem (i tre nucleotidi che in sequenza spcificano 
Trp; paragrafo 30.1E) per la mancanza di triptofanil- 
tRNATP. Col procedere della trascrizione, i segmenti 
2 e 3 di nuova sintesi formano una forcina poiché 
il ribosoma bloccato impedisce la formazione, altri- 
menti competitiva, della forcina 1-2 (Fig. 29.30b). La 
formazione del terminatore di trascrizione costituito 


N 


RI Ji 
DNA che codifica 
l'operone trp 


seggia, il ribosoma sosta in corrispondenza dei codoni Trp in tandem 
del segmento 1. Questa situazione permette la formazione della forci- 
na 2-3 che, a sua volta, preclude la formazione della forcina 3 - 4. 
La RNA polimerasi trascrive quindi passando attraverso questo termi- 
natore non formato e continua la trascrizione dell’operone trp. 


dalla forcina 3 - 4 è quindi impedita per il tempo che 
basta alla RNA polimerasi per passare oltre essa e 
conseguentemente trascrivere il resto dell’operone 
trp. La cellula è quindi fornita di un meccanismo re- 
golatorio che è sensibile al livello di triptofanil 
tRNAUP che, a sua volta, dipende tanto dalla veloci- 
tà della sintesi proteica quanto dalla disponibilità di 
triptofano. 

Ci sono considerevoli evidenze a sostegno del pre- 
detto modello per l’attenuazione. Il trascritto di trpL 
è resistente alla digestione limitata con RNasi T1, il 
che suggerisce che esso abbia un’ampia struttura se- 
condaria. Il significato dei codoni Trp in tandem nel 
trascritto di trpL è corroborato dalla loro presenza 
nelle regioni leader di trp di parecchie altre specie 
batteriche. Inoltre, i peptidi leader degli altri cinque 
operoni, coinvolti nella biosintesi di amminoacidi, noti 
per essere regolati tramite attenuazione (la maggior 
parte esclusivamente regolati in questo modo) sono 
tutti ricchi nei loro residui amminoacidici corrispon- 
denti (Tabella 29.1). Per esempio, l’operone his di 
E. coli, che codifica gli enzimi che sintetizzano l’isti- 
dina, ha sette residui His in tandem nel suo peptide 
leader; analogamente, l’operone ilv, che codifica gli 
enzimi che partecipano alla biosintesi di isoleucina, 
leucina e valina, ha cinque Ile, tre Leu e sei Val nel 
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Capitolo 29 


in corrispondenza dei primi due nucleosidi (cap-2), 
o in nessuna di queste posizioni (cap-0, il cap predo- 
minante negli eucarioti unicellulari). Se il primo nu- 
cleoside è una adenosina (di solito è una purina) può 
anche essere N°-metilato. 


Gli mRNA degli eucarioti hanno code di poli(A) 


[1364] Gli mRNA degli eucarioti, contrariamente a quel- 
li dei procarioti, sono invariabilmente monocistroni- 
ci. Le sequenze che segnalano la terminazione della 
trascrizione negli eucarioti non sono però state anco- 
ra identificate. Questo è principalmente dovuto al fat- 
to che il processo di terminazione è impreciso; i tra- 
scritti primari, cioè, di un dato gene strutturale han- 
no sequenze al 3’ eterogenee. Cionondimeno, gli 
mRNA maturi degli eucarioti hanno delle estremità 
3’ ben definite; quasi tutti hanno al 3’ code di po- 
li(A) di 100-200 nucleotidi. Le code di poli(A) sono at- 
taccate enzimaticamente ai trascritti primari median- 
te due reazioni: 


1. Un trascritto viene tagliato da 10 a 30 nucleotidi 
dopo una sequenza AAUAAA altamente conser- 
vata, la cui mutazione abolisce taglio e poliadeni- 
lazione, ed entro 50 nucleotidi prima di una se- 
quenza meno conservata ricca di U o di GU. 

2. La coda di poli(A) viene successivamente genera- 
ta dall’ATP grazie all’azione della poli(A) poli- 
merasi. 


La precisione della reazione di taglio ha apparente- 
mente eliminato la necessità di un’accurata termina- 
zione della trascrizione; per dirla in altre parole, tut- 
to è bene ciò che finisce bene. 

Studi in vitro indicano che la coda di poli(A) non 
è necessaria per la traduzione dell’mRNA. Anzi, le 
osservazioni che la coda di poli(A) di un mRNA si 
accorcia con l'invecchiamento del messaggero nel ci- 
toplasma e che gli mRNA non adenilati hanno una 
vita citoplasmatica più breve suggerisce che le code 
di poli(A) abbiano un ruolo protettivo. I soli mRNA 
maturi, infatti, che generalmente sono privi delle co- 
de di poli(A), cioè quelli degli istoni (che, con poche 
eccezioni sono privi del segnale di taglio e poliadeni- 
lazione AAUAAA), hanno vite citoplasmatiche mi- 
nori di 30 minuti, mentre la maggior parte degli al- 
tri mRNA durano ore o giorni. 


Origine e funzione delle code di poli(A) 


[1365] Quasi tutti gli mRNA eucariotici finiscono con 


[1364] [1365] [1366] 


una coda di poli(A) che va da 20 a 250 nucleotidi 
che, in vivo, viene aggiunta all’mRNA subito dopo 
che esso è stato tagliato in corrispondenza di un sito 
dai 15 ai 25 nucleotidi dopo la sequenza altamente 
conservata AAUAAA, che costituisce un segnale di 
taglio. La poli(A) polimerasi, che sintetizza le code 
di poli(A) a partire da ATP, viene attivata da un fat- 
tore di specificità in seguito al riconoscimento da 
parte di questa proteina della sequenza AUUAAA, 
riconoscimento che essa effettua quasi senza tolle- 
ranza per variazioni di sequenza. Una volta che la 
coda di poli(A) è cresciuta fino a — 10 residui, la se- 
quenza AUUAAA non è più necessaria per l’ulterio- 
re allungamento della catena. Questo suggerisce che 
il fattore di specificità si disimpegni dal suo sito di 
riconoscimento in un modo che ricorda il rilascio del 
fattore o dal sito d’inizio della trascrizione una volta 
che l'allungamento dell’mRNA procariotico sia av- 
viato (paragrafo 29.2C). Non è chiaro che cosa limiti 
la lunghezza delle code di poli(A) anche se non sem- 
bra probabile che sia una proprietà intrinseca della 
poli(A) polimerasi. Il macchinario di poliadenilazio- 
ne fa parte di un complesso di 500-1 000 kD che con- 
tiene anche per lo meno tre altre proteine necessarie 
al taglio dell'mRNA. 

Un gran numero di evidenze suggerisce che le co- 
de di poli(A) proteggano gli mRNA eucariotici dalla 
degradazione nel citoplasma. Le code di poli(A) nel 
citoplasma vengono raccolte in complessi in modo 
specifico ad opera della proteina che lega poli(A) 
(PABP) che organizza gli mRNA in ribonucleopro- 
teine simili a nucleosomi. Si ritiene che PABP pro- 
tegga l’mRNA dalla degradazione com'è suggerito, 
per esempio, dall’osservazione che l’aggiunta di PABP 
ad un estratto cellulare contenente mRNA e nucleasi 
che degradano l’mRNA riduce enormemente la ve- 
locità con cui vengono degradati gli mRNA e la velo- 
cità con cui ne vengono accorciate le code di poli(A). 


I geni degli eucarioti consistono di un’alternanza 
di sequenze espresse e sequenze non espresse 


[1366] La differenza più rilevante tra i geni strutturali 
degli eucarioti e quelli dei procarioti è che le sequenze 
codificanti della maggior parte dei geni degli eucarioti 
sono inframmezzate da regioni non espresse. 1 primi 
studi sulla trascrizione dei geni strutturali degli euca- 
rioti trovarono, abbastanza sorprendentemente, che i 
trascritti primari hanno una lunghezza eterogenea (da 
— 2.000 a ben oltre 20 000 nucleotidi) e sono molto più 
grandi di quanto ci si aspetterebbe dalle dimensioni 
note delle proteine degli eucarioti. Esperimenti di mar- 
catura rapida hanno dimostrato che ben poco di que- 


ia 


Figura 29.33 La sequenza di passaggi nella produzione di mRNA euca- 
riotico maturo come è stata dimostrata per il gene dell’ovalbumina. Do- 
po la trascrizione il trascritto primario viene fornito di cap e poliadenila- 
to. Gli introni vengono quindi escissi e gli esoni uniti assieme per forma- 
re l'mRNA maturo. 


Y 
123 4 5 6 
mRNA dell’ovalbumina 


Gene dell'ovalbumina, 7 700 bp 


——-— 1872 Nucleotidi 


La trascrizione 1005 
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Figura 29.32 Fotografia al microscopio elettronico ed il suo disegno in- 
terpretativo di un ibrido tra il filamento codificante il gene dell'ovalbumi- 
na di pollo (ottenuto mediante tecniche di clonaggio molecolare; para- 
grafo 31.5) e I'mRNA ad esso corrispondente. | segmenti complementari 
del DNA (linea viola nel disegno) e dell'RNA (linea rossa) si sono 
associati rivelando le posizioni degli esoni (L, 1-7). ! segmenti che si 
estroflettono sotto forma di anse (I-VII), che non hanno sequenze com- 
plementari nell'mRNA, sono gli introni.(Fonte: CHAMBON, P., Sci. Am., 
244, 5, p. 61, 1981)) 


sto cosiddetto RNA nucleare eterogeneo (hnRNA) 
viene trasportato nel citoplasma; la maggior parte di 
esso subisce un rapido turnover nel nucleo. I cap al 
5’ e le code al 3’ dell’hnRNA, però, compaiono alla 
fine negli mRNA citoplasmatici. La spiegazione più di- 
retta di queste osservazioni, che cioè i pre-mRNA sia- 
no modificati attraverso l’escissione di sequenze inter- 
ne, sembrò così bizzarra che arrivò come una grossa 
sorpresa nel 1977 la dimostrazione indipendente da par- 
te di numerosi laboratori che questo è effetivamente 
ciò che si verifica. Le sequenze interposte (IVS o in- 
troni) non codificanti dei pre-mRNA, infatti, sono di 
solito molto più lunghe delle sequenze espresse (eso- 
ni) che le fiancheggiano. Questa situazione è illustrata 
graficamente nella Fig. 29.32, che è una fotografia al 
microscopio elettronico dell’mRNA di ovalbumina di 
pollo ibridizzato con il filamento codificante del gene 
dell’ovalbumina (l’ovalbumina è la maggiore compo- 
nente proteica dell’albume dell’uovo). La lunghezza de- 
gli introni nei geni dei vertebrati.va da —65 a più 
di 100 000 nucleotidi senza un’ovvià periodicità. Gli in- 
troni corrispondenti, infatti, dei geni di due specie di 
vertebrati possono variare abbondantemente sia in lun- 
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La struttura cristallina di un motivo che lega 
RNA di una proteina della U1-snRNP 


[1369] Molte proteine che riconoscono RNA specifici con- 
tengono sequenze omologhe di 80 residui chiamate mo- 
tivi di riconoscimento dell’RNA (RRM). Le protei- 
ne contenenti RRM includono PABP (che contiene quat- 
tro RRM), il fattore o (paragrafo 29.2E), il fattore di 
traduzione eIF-4B (che partecipa al riconoscimento dei 
siti d’inizio della traduzione sugli mRNA eucariotici; 
paragrafo 30.3C), e la proteina componente U1 e 
U2-snRNP. L’analisi mediante cristallografia ai raggi X 
indica che un RRM della proteina A della U1-snRNP 
consiste prevalentemente di un foglietto 8 a quattro 
segmenti antiparalleli con due a-eliche compresse con- 
tro una faccia del foglietto. Due segmenti altamente 
conservati, uno di 6 residui ed uno di 8 residui, giac- 
ciono fianco a fianco nel mezzo di due segmenti 6. 
La proteina contiene un gran numero di residui Lys 
e Arg, come le altre proteine che legano il DNA. Più 
della metà di questi residui basici sono localizzati sulle 
anse ad un'estremità del foglietto 8 e molti di essi ri- 
sultano importanti per il legame di U1-RNP, come in- 
dicano gli studi mediante mutazioni. Queste osserva- 
zioni suggeriscono che l’RNA si leghi a queste anse 
e al foglietto 6. 


L’MRNA è metilato in corrispondenza 
di certi residui adenilati 


[1370] Durante o poco dopo la sintesi dei pre-mRNA 
dei vertebrati, circa lo 0,1% dei loro residui A sono 
metilati in corrispondenza di N(6). Queste m°A ten- 
dono ad essere presenti nella sequenza RRmSACX, do- 
ve X è raramente G. Anche se il significato funzionale 
di queste A metilate non è noto, bisogna notare che 
una grossa parte di esse sono componenti dei corri- 
spondenti mRNA maturi. 


La «redazione» dell’RNA (RNA editing) 


{is71] Si è scoperto che certi mRNA derivati da svariati 
organismi eucariotici sono diversi dai geni ad essi cor- 
rispondenti in vari e inaspettati modi comprese modi- 
ficazioni C—* U e U —> C, inserzioni o delezioni 
di residui U e l’inserzione di residui multipli G o C. 
Nell'esempio più eclatante di questo fenomeno, che si 
riscontra nei protozoi cinetoplastidi (tripanosomi), al- 
cuni mRNA vengono modificati così profondamente 
da non ibridizzare con il gene ad essi corrispondente. 
Il processo tramite il quale un trascritto viene modifi- 


NN 


cato in questo modo è denominato «redazione» 


[1369] 1370) 1371) 1372] 


dell’RNA (RNA editing) dato che all’inizio sembra- 
va che le reazioni enzimatiche necessarie avvenissero 
senza la direzione di uno stampo di acido nucleico e 
violassero quindi il dogma centrale della biologia mo- 
lecolare (che sancisce che la direzione del flusso del- 
l'informazione genetica va dagli acidi nucleici alle pro- 
teine e mai viceversa; Fig. 29.1). Di recente, però, è 
stata identificata una nuova classe di trascritti mito- 
condriali nei cinetoplastidi chiamati RNA guida 
(GRNA). I SRNA, che vanno dai 60 agli 80 nucleotidi, 
hanno code di oligo(U) al 3’, un segmento interno che 
è complementare in modo esatto alla porzione «redat- 
ta» dell’mRNA purché si considerino complementari 
le coppie G- U, e una corta sequenza chiamata «anco- 
ra» prossima all’estremità 5’ che è ampiamente com- 
plementare secondo lo schema di Watson e Crick a 
un segmento dell’mRNA che non viene «redatto». 
Un trascritto non redatto si associa presumibilmente 
con il gRNA corrispondente tramite la sua sequenza 
ancora e, con un processo mediato dagli enzimi appro- 
priati, il segmento interno del gRNA viene usato come 
stampo per «correggere» il trascritto, dando origine 
quindi all'mRNA «redatto». 

L’informazione genetica, quindi, che specifica un 
MRNA «redatto» deriva per lo meno da due geni di- 
versi. Rimane da determinare quale sia il vantaggio 
funzionale di questo complicato processo sia ai giorni 
nostri che più probabilmente in qualche organismo an- 


* cestrale. 


B. | processi di modificazione 
dell'RNA ribosomiale 


[372]1 sette operoni dell’rRNA di E. coli contengono 
tutti una copia (quasi identica) di ciascuno dei tre tipi 
di geni dell’rRNA (paragrafo 29.3F). I loro trascritti pri- 
mari policistronici, che sono lunghi >5 500 nucleotidi, 
contengono rRNA 16S alle loro estremità 5‘ seguito 
dai trascritti di: 1 o 2 tRNA, rRNA 235, rRNA 55 6, 
in alcuni operoni di rRNA, ancora 1 0 2 tRNA all’e- 
stremità 3’ (Fig. 29.37). Le varie fasi della modificazio- 
ne di questi trascritti primari in rRNA maturi (Fig. 
29.37) sono state chiarite con l’ausilio di mutanti caren- 
ti in uno o più degli enzimi coinvolti nel processo di 
modificazione. 

La fase iniziale del processo di modificazione, che 
genera prodotti noti come pre-rRNA, inizia già du- 
rante la sintesi del trascritto primario. Essa consiste di 
tagli endonucleolitici specifici da parte di RNasi II, 
RNasi P, RNasi E e RNasi F in corrispondenza dei 
siti indicati nella Fig. 29.37. La sequenza di basi del 
trascritto primario suggerisce che esistano parecchie 


La trascrizione 1009 


Trascritto primario 


Numero 
di basi: 180 1700 


S' LI pa I, al: i È de ; ch MITO 
Ì tifi | 
RNasi II IN II 


PF Processo di modificazione primario 


Y Pre-5S 
Pre-23S rRNA rRNA 


sa: 
Î 
D 


Pre-16S rRNA 


fto pe 


D M23 | M23 M5 
Processo di modificazione secondario 


Y 
16S rRNA (o più) 


RNasi M16 M16 


| (0 più) 
.; 


Numero 
di basi: 


23S rRNA 


1541 2904 120 


Figura 29.37 Il processo di modificazione postrascrizionale dell’rRNA 
in E. coli. La mappa di trascrizione è mostrata approssimativamente in 
scala. Le frecce indicano le posizioni dei vari tagli nucleolitici e le nu- 


cleasi che li determinano. (Fonte: APIRON, D., GHORA, B. K., PLANTZ, G., -.(-2900 nucleotidi) 


Misra, T. K. e GeGENHEIMER, P., in SÒLL, D., ABELSON, J. N. e SCHIMMEL, 277 i 
P. R., (curatori), Transfer RNA: Biological Aspects, p. 148, Cold Spring 7a è 
Harbor Laboratory, 1980.) ù 23S rRNA i 
A c 
À G 
U c G U 
Figura 29.38 La struttura secondaria a stelo e ansa gigante proposta per Pb Ù G G È 
la regione 235 del trascritto primario dell’rRNA in £. coli. Sono indicati CCG 
i siti di taglio della RNasi III. (Fonte: YounG, R. R., BRAM, R. }. e STEITZ, , s 
|. A., in S6u, D., AseLson, ]. N. e ScHIMMmEL, P. R., (curatori), Transfer i c 
RNA: Biological Aspects, p. 102, Cold Spring Harbor Laboratory, 1980.) i Ù 
U A 
U A 
GC 
strutture a stelo di basi appaiate. I tagli ad opera della G_Ce 
RNasi II si verificano in uno stelo che consiste di se- gi: U 
quenze complementari che fiancheggiano le estremità i ros 1 
5’ e 3’ tanto del segmento 23S (Fig. 29.38) quanto del GC 
segmento 165. U A 
Presumibilmente certe caratteristiche di questi steli U A 
costituiscono il sito di riconoscimento della RNasi II. RNAsi IH — S Sg 
Le estremità 5’ e 3’ dei pre-mRNA sono limate in i _ 
fasi secondarie del processo di modificazione (Fig. 29.37) 2i0>=C av ANAS 
per azione delle RNasi M16, M23 e MS che produco- U A-10 
no l’rRNA maturo. I tagli finali si verificano solo dopo U A 
che i pre-RNA si sono associati con proteine ribosomiali. 9 “ 
A_U 
. . . . . . c G 
Gli RNA ribosomiali sono metilati AU 
A_U 
[1373] Durante l’assemblaggio dei ribosomi, gli rRNA A_U 
16S e 23S sono metilati per un totale di 24 nucleosidi n 
specifici. Le reazioni di metilazione, che utilizzano S- > SG 2) 
adenosilmetionina (paragrafo 24.3E) come donatore di 5 3' 
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Figura 29.42 Il processo di modificazione postrascrizionale del RNA! 
di lievito. Una sequenza interposta di 14 nucleotidi e una sequenza 
5’terminale di 19 nucleotidi vengono escisse dal trascritto primario, un 
__CCA viene attaccato all'estremità 3’ e parecchie basi vengono modifi- 
cate (i loro simboli sono definiti nella Fig. 30.13) per dare origine al 
tRNA maturo. L'anticodone è colorato. (Fonte: DE ROBERTIS, E. M. e OL 
SEN, M. V., Nature, 278, p. 142, 1989.) 


1 


la sequenza —CCA 3‘-terminale a cui viene attaccato 
il corrispondente amminoacido nel tRNA caricato con 
l’amminoacido. L’anticodone (che è complementare 
al codone che codifica l’amminoacido corrispondente 
al tRNA) si trova nell’ansa della struttura a trifoglio 
opposta allo stelo che contiene i nucleotidi terminali. 

Il cromosoma di E. coli contiene circa 60 geni di tRNA. 
Alcuni di essi sono componenti degli operoni dell’rRNA 
(paragrafo 29.4A); gli altri sono distribuiti, spesso in 
raggruppamenti, lungo tutto il cromosoma. I trascritti 
primari di tRNA, che contengono da uno fino a quat- 
tro o cinque specie identiche di tRNA, presentano dei 
nucleotidi extra all’estremità 3‘ e 5’ di ciascuna se- 
quenza di tRNA. L’escissione e il rimaneggiamento di 


queste sequenze di tRNA assomiglia a quello degli 
rRNA di E. coli (paragrafo 29.4B) per il fatto che en- 
trambi i processi utilizzano alcune delle stesse nucleasi. 


La RNasi P è un ribozima 


[1377] La RNasi P, che dà origine alle estremità 5’ di 
tutti i tRNA di E. coli (Fig. 29.37), è un enzima partico 
larmente interessante perché ha un componente di 
RNA di 377 nucleotidi (— 125 kD contro i 14 kD della 
sua subunità proteica) che è essenziale per l’attività en- 
zimatica. È stato prima proposto, comprensibilmente, 
che P'RNA dell'enzima funzionasse nel riconoscimento 
dell’RNA substrato tramite appaiamento di basi e che 
guidasse quindi la subunità proteica, che si riteneva 
fosse la reale nucleasi, al sito di taglio. Sidney Altman, 
però, ha mostrato che l’RNA che forma la RNasi P 
è, di fatto, la subunità catalitica dell'enzima, dimostran- 
do che l’RNA della RNasi P deprivato della componen- 
te proteica catalizza il taglio dell'RNA substrato ad alte 
concentrazioni saline. La proteina della RNasi P, che 
è basica, funziona evidentemente a concentrazioni sa 
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line fisiologiche per ridurre elettrostaticamente la re- 
pulsione tra il ribozima polianionico e gli RNA sub- 
strato. All’obiezione che quantità in tracce di proteina 
della RNasi P fossero in realtà responsabili della rea- 
zione della RNasi P è stato risposto con la dimostrazio- 
ne che l’attività catalitica è presente nell’RNA di RNasi P 
sintetizzata in un sistema in vitro. Abbiamo quindi due 
esempi indipendenti di ribozimi. 


Molti pre-tRNA degli eucarioti hanno introni 
378] 1 genoma degli eucarioti contiene da parecchie 


centinaia a parecchie migliaia di geni per tRNA. Molti 
trascritti primari di tRNA degli eucarioti, per esempio 


ni, 


tRNATY di lievito (Fig. 29.42), contengono tanto un 
piccolo introne adiacente ai loro anticodoni quanto nu- 
cleotidi extra alle loro estremità 5’ e 3’. Notate che 
è improbabile che questo introne alteri la struttura 
a trifoglio del tRNA. I trascritti di tRNA degli euca- 
rioti sono privi della sequenza —CCA obbligatoria al- 
l'estremità 3/. Questa viene attaccata ai tRNA imma- 
turi dall’enzima tRNA nucleotidil transferasi, che 
aggiunge sequenzialmente due C e una A al tRNA 
usando CTP e ATP come substrati. Questo enzima è 
presente anche nei procarioti anche se, per lo meno 
in E. coli, i geni per il tRNA codificano tutti un termi. 
nale —CCA. Si ritiene quindi che la tRNA-nucleotidil- 
transferasi di E. coli funzioni nella riparazione dei 
tRNA degradati. 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


11379] Il dogma centrale della biologia molecolare affer- 
ma che «il DNA fa URNA che fa le proteine» (anche 
se l’RNA può «fare» anche il DNA). C'è tuttavia una 
enorme variabilità tra le velocità a cui vengono prodot- 
te le varie proteine. Certi enzimi, come quelli dell’opero- 
ne lac, vengono sintetizzati solo quando sono presenti 
le sostanze che essi metabolizzano. L’operone del latto- 
sio è costituito dalle sequenze di controllo lacP e lacO 
seguite dai geni organizzati in tandem della B- 
galattosidasi (lacZ), della galattoside permeasi (lacY) e 
della tiogalattoside transacetilasi (lacA). In assenza di 
induttore, fisiologicamente l’allolattosio, il repressore lac, 
il prodotto del gene lacl, si lega all’operatore (lacO) in 
modo da impedire la trascrizione dell’operone lac da 
parte della RNA polimerasi. Il legame con l’induttore 
determina il rilascio dell’operatore da parte del repres- 
sore e quindi permette la trascrizione dei geni struttu- 
rali lac in un singolo mRNA policistronico. Gli mRNA 
si associano transitoriamente con i ribosomi in modo 
da dirigerli alla sintesi dei polipeptidi codificati. 
L’oloenzima dell’RNA polimerasi di E. coli ha la strut- 
tura in subunità a,88’e. Esso dà inizio alla trascrizio 
ne sul filamento codificante di un gene in corrisponden- 
za di una posizione designata dal suo promotore. La 
regione più conservata del promotore è la Pribnow box, 
che ha il suo centro intorno alla posizione —10 e ha 
la sequenza consenso TATAAT. Anche la regione —35 
è conservata nei promotori efficienti. Studi di protezio- 
ne dalla metilazione mostrano che l’oloenzima forma 
un complesso di inizio «aperto» con il promotore. Dopo 


l’inizio della sintesi dell'RNA, la subunità o si dissocia 
dal nucleo dell’enzima, che quindi catalizza autonoma- 
mente l’allungamento della catena in direzione 
5! —> 3’. La sintesi di RNA viene terminata da un 
segmento del trascritto che forma una forcina ricca 
di G+C con una coda di oligo(U) che si dissocia spon- 
taneamente dal DNA. Le sequenze di terminazione pri- 
ve di queste sequenze richiedono l’assistenza del fat- 
tore rho per una appropriata terminazione della cate- 
na. Nei nuclei delle cellule eucariotiche le RNA polime- 
rasi I, Il e III sintetizzano rispettivamente i precursori 
dell’ rRNA, l’hnRNA, e i tRNA +RNA 55. Il promotore 
minimo per la RNA polimerasi I si estende tra i nucleo- 
tidi — 7 e +6. Molti promotori della RNA polimerasi II 
contengono una sequenza conservata TATAAAA, la TA- 
TA box, localizzata intorno ‘alla posizione — 27. Gli en- 
hancer sono attivatori della trascrizione che possono ave- 
re una posizione e un orientamento variabili relativa- 
mente al sito d’inizio della trascrizione. I promotori del- 
la RNA polimerasi III sono situati all’interno delle regio- 
ni trascritte dei loro geni tra le posizioni +40 e +80. 

I procarioti possono rispondere rapidamente a modi- 
ficazioni dell'ambiente in parte perché la traduzione 
degli mRNA inizia durante la loro trascrizione e perché 
la maggior parte degli mRNA vengono degradati entro 
1-3 minuti dalla loro sintesi. L'espressione temporal- 
mente ordinata di gruppi di geni in alcuni batteriofagi 
è controllata da cascate di fattori a. IL repressore lac 
è una proteina tetramerica di quattro subunità identi- 
che che, in assenza di induttore, si lega non specifica- 
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PROBLEMI 
[1380] 


1. Indicate i fenotipi dei seguenti E. coli diploidi parzia- 
li lac in termini di inducibilità e di enzimi attivi sin- 
tetizzati. 


(a) iImPto+z+y7/1*P70*Z*Y* 
(b) imP+o©z*tY7/I+*P+YO*Z7Y* 
( imptoz+y*/1°Pp*0*Z*Y* 
(d) I*P7_O°Z* Y*/ITP+O"°Z7Y 


2. Mutanti superrepressi, I, codificano repressori lac 
che legano l’operatore ma non rispondono alla pre- 
senza di induttore. Indicate i fenotipi dei seguenti 
genotipi in termini di inducibilità e produzione di 
enzimi. 
(a) FO+Z* 


(b) FO°Z* (fd i*0+z*/Fo*Z* 


*3. Perché gli E. coli lacZ7 non mostrano attività di ga- 
lattoside permeasi dopo l’aggiunta di lattosio in as- 
senza di glucosio? Perché i mutanti lacYT non mo- 


strano attività di 8-galattosidasi nelle stesse condizio- 
ni? 


4. Qual è il vantaggio sperimentale di usare IPTG inve- 
ce di 1,6-allolattosio come induttore dell’operone lac? 


5. Indicate la Pribnow box, la regione — 35 e il nucleo- 
tide di inizio sul filamento antisense del promotore 
del tRNA!Y di E. coli mostrato qui. 


5’'CAAGTAACACTTTACAGCGGCGCGTCATTTG- 
ATATGATGCGCCCCGCTTCCCGATA3' 


Pace, N.R. e SMITH, D., (1990), «Ribonuclease P: Function 
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PADGETT, R.A., GRABOWSKI, P.J., KONARSKA, M.M., SEILER, S. 
e SHARP, P.A., (1986), «Splicing of messenger RNA pre- 

cursors», Annu. Rev. Biochem., 55, pp. 1119-1150. 

PROUDFOOT, N.]., (1989), «How RNA polymerase Il termi- 
nates transcription in higher eukaryotes», Trends Bio- 
chem. Sci., 14, pp. 105-110. 

SHARP, P.A., (1987), «Splicing of messenger RNA precur- 
sors», Science, 235, pp. 766-771. 

SimPSsON, L., (1990), «RNA editing - A novel genetic pheno- 
menon», Science, 250, pp. 512-513. 

SÉLL, D., ABELSON, J.N. e SCHIMMEL, P.R., (curatori), (1980), 
Transfer RNA: Biological Aspects, Cold Spring Harbor 
Laboratory. 

STEITZ, J.A., (1988), «Snurps», Sci. Am., 258, 6, pp. 56-63. 
Trad. it.: «Le snurps», Le Scienze, 240, agosto 1988, p. 26. 

WEINTRAUB, H.M., (1990), «Antisense RNA and DNA», Sci. 
Am., 262, 1, pp. 40-46. Trad. it.: «RNA e DNA antisen- 
so», 259, marzo 1990, p. 28. 

WICKENS, M., (1990), «How the messenger got its tail: addi- 
tion of poly(A) in the nucleus», Trends Biochem. Sci., 
15, pp. 277-281. 


3'GTTGCATTGTGAAATGTCGCCGCGCAGTAAA- 
CTATACTACGCGGGGCGAAGGGCTAT5' 


*6. Perché gli E. coli che sono diploidi per la resistenza 
alla rifamicina e per la sensibilità alla rifamicina 
(riff / riff) risultano sensibili alla rifamicina? 


7. Qual è la probabilità che la sequenza di DNA di 
4026 nucleotidi che codifica la subunità 8 della RNA 
polimerasi di E. coli sia trascritta con la corretta se- 
quenza di basi? Fate i calcoli per le probabilità di 
0,0001, 0,001 e 0,01 che ciascuna base sia trascritta 
in modo sbagliato. 


8. Qual è la probabilità che la simmetria dell’operato- 
re lac sia puramente accidentale? 


9. Perché l’inibizione della DNA girasi in £. coli inibi- 
sce l’espressione degli operoni sensibili ai cataboliti? 


10. Descrivete la trascrizione dell’operone trp.in assen- 
za di ribosomi attivi e di triptofano. 


11. Perché la trascrizione degli eucarioti non può esse- 
re regolata tramite attenuazione? 


12. Charles Yanofsky e i suoi collaboratori hanno sintetiz- 
zato un RNA di 15 nucleotidi che è complementare al 
segmento 1 dell’mRNA trpL (ma complementare solo 
parzialmente al segmento 3). Qual è il suo effetto sulla 
trascrizione in vitro dell’operone trp? Qual è il suo ef- 
fetto se il gene trpL contiene una mutazione nel seg- 
mento 2 che destabilizza lo stelo e ansa 2 - 3? 
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Capitolo 30 


H 
2-amminopurina (2AP) 


Timina 


(6) 


N HK_ 
DO 
n=( )_N 
/ 


NH 0 


H Citosina 
2AP 


Figura 30.2 L'analogo dell’adenina 2-amminopurina normalmente si 
appaia con (a) la timina ma occasionalmente anche con (b) la citosina. 


uracile (Fig. 30.3a) e l’adenina nell’analogo della gua- 
nina ipoxantina (che forma con la citosina due lega- 
mi idrogeno anziché tre come la guanina; Fig. 30.3). 
Il trattamento del DNA con acido nitroso o con com- 
posti come le nitrosammine 


Ri 
\ 
N_N=0 
Ry 
Nitrosammine 


che reagiscono formando acido nitroso, determina 
transizioni A-T —> G-C e GC A<T. 


I nitriti, le basi coniugate dell’acido nitroso, sono usa- 
ti da tempo come conservanti nella preparazione delle 
carni come negli insaccati. L’osservazione però che molti 
mutageni sono anche cancerogeni (paragrafo 31.5E) sug 
gerisce che il consumo di carni contenenti nitriti sta 
dannoso per l’uomo. Cionondimeno, i sostenitori dei 
nitriti come conservanti sostengono che la cessazione 
del loro utilizzo sarebbe di molto più fatale perché la 
mancanza di tale trattamento aumenterebbe enorme- 
mente l’incidenza del botulismo, una forma di avve- 
lenamento da cibo spesso fatale causata dall’ingestio- 
ne di neurotossine proteiche secrete dal batterio anae- 
robico Clostridium botulinum (paragrafo 34.4C). 


La idrossilammina (NH;0H) induce anche transi- 
zioni G-C —> A-T reagendo specificamente con la 
citosina e convertendola in un composto che si ap- 
paia con l’adenina (Fig. 30.4). L’uso di agenti alchi- 


(a) H hi 


© 88-08-10538-5 


HNO / 
\- 
N 22 N N 
I "All 
Citosina Uracile Adenina 
H 
(b) 2. i 
_-H N O---H_ 
rosa i } 
HNO 
})) 7 N 7 Nena 
n=/ nl x N 
lo) \ 
Adenina Ipoxantina : Citosina 


Figura 30.3 La reazione con l'acido nitroso converte (a) la citosina 
ad uracile che si appaia con l’adenina; e (b) l’adenina ad ipoxantina, 


un derivato della guanina (privo del gruppo 2-amminico della guani- 
na) che si appaia con la citosina. 


A — \—N 
N N 

È o / 0 

Citosina Adenina 


Figura 30.4 La reazione con l'idrossilammina converte la citosina in 
un derivato che si appaia con l’adenina. 


lanti come il dimetilsolfato, la mostarda azotata e 
la etilnitrosourea genera spesso trasversioni. L al 
(o) 
CH CHET CI Il 
HCN 
“CH. CH,T CI 
Mostarda azotata Etilnitrosourea . 
chilazione della posizione N(7) di un nucleotide puri- 
nico ne determina la depurinazione con una reazio- 
ne simile a quella della Fig. 28.52a. L'interruzione 
nella sequenza che ne deriva viene riempita da un 
sistema enzimatico di riparazione facile all’errore. Le 
trasversioni nascono quando la purina mancante vie 
ne sostituita da una pirimidina. Anche il sistema en- 


7CHaT CHa 
H,NCCN 


\n=0 


zimatico di riparazione del DNA danneggiato dalla 


radiazione UV può generare trasversioni. 
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La traduzione 1021 
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Le mutazioni per inserzione/delezione sono 
generate da agenti intercalanti 


1385] Le mutazioni per inserzione/delezione possono 
originare dal trattamento del DNA con agenti inter- 
calanti come l’arancio di acridina o la proflavina (pa- 
ragrafo 28.4C). La distanza tra due coppie di basi con- 
secutive viene raddoppiata dall’inserimento tra di esse 
di una di queste molecole. La replicazione di un DNA 
distorto in questo modo occasionalmente dà origine 
all’inserzione o alla delezione di uno o più nucleotidi 
nel polinucleotide di nuova sintesi. (Inserzioni e de- 
lezioni di lunghi segmenti di DNA derivano gene- 
ralmente da crossing-over aberranti; paragrafo 33.2C.) 


B. | codoni sono triplette 


[1386] Nel 1961, Francis Crick e Sydney Brenner han- 
no determinato l’organizzazione in triplette del co- 
dice genetico mediante studi genetici delle caratteri- 
stiche precedentemente sconosciute delle mutazioni 
indotte da proflavina. Nel batteriofago T4 una parti- 
colare mutazione indotta da proflavina chiamata FCO 
mappa nel cistrone r//B (paragrafo 27.1E). La crescita 
di questo fago mutante in un ospite permissivo (E. 
coli B) risulta nell’apparizione occasionale spontanea 
di fagi fenotipicamente di ceppo nativo, come è di- 
mostrato dalla loro capacità di crescere in un ospite 
restrittivo (E. coli K120)); ricordate.che i mutanti rIlB 
formano su E. coli B delle placche grandi in modo 
caratteristico ma non riescono a lisare E. coli K12())). 
Questi fagi mutati due volte però non sono genotipi- 
camente di ceppo nativo; l'infezione simultanea di 
un ospite permissivo da parte di uno di essi e di un 
fago di ceppo veramente nativo dà origine ad una 
progenie ricombinante che presenta o la mutazione 
FCO o una nuova mutazione chiamata FC1. Il fago 
quindi fenotipicamente di ceppo nativo è un doppio 
mutante che, in realtà, presenta sia FCO che FC1. Que- 
sti due geni sono quindi soppressori l’uno dell’altro; 
essi cioè reciprocamente cancellano le caratteristiche 
della mutazione. Inoltre, poiché essi mappano insie- 
me nel cistrone rIIB, sono dei mutui soppressori in- 
tragenici (soppressori nello stesso gene). 

Il trattamento di FC1 in modo identico a quello de- 
scritto per FCO ha dato risultati analoghi: la compar- 
sa di un nuovo mutante, FC2, che è un soppressore 
intragenico di FC1. Procedendo iterativamente in que- 
sto modo, Crick e Brenner hanno collezionato una 
serie di diversi mutanti in rilB, FC3, FC4, FC5 ecc. 
in cui ciascun mutante FC(n) è un soppressore intra- 
genico del suo predecessore FC(n— 1). Studi di ricom- 
binazione hanno inoltre mostrato che le mutazioni 


identificate coi numeri dispari sono soppressori in- 
tragenici di mutazioni identificate con numeri pari 
ma che in nessuna coppia di mutazioni «dispari» né 
di mutazioni «pari» si verifica una soppressione reci- 
proca. Tuttavia, ricombinanti contenenti tre muta- 
zioni dispari o tre mutazioni pari sono tutti fenotipi- 
camente di ceppo nativo. 

Crick e Brenner hanno spiegato queste osservazio- 
ni con le seguenti ipotesi: 


1. La mutazione FCO indotta da proflavina è o un’in- 
serzione o una delezione di una singola coppia 
di nucleotidi del cistrone rI/B. Se essa è una dele- 
zione allora FC1 deve essere un’inserzione, FC2 
una delezione ecc. e viceversa. 

2. Il codice viene letto in modo sequenziale a partire 
da un punto fisso del gene. L’inserzione o la dele- 
zione di un nucleotide sposta la cornice (raggrup- 
pamento) in cui nucleotidi successivi vengono let- 
ti come codoni (le inserzioni o le delezioni di nu- 
cleotidi sono quindi anche note come mutazioni 
della cornice di lettura). Il codice quindi non 
ha una punteggiatura interna che indichi la cor- 
nice di lettura; il codice cioè non ha virgole. 

3. Il codice è un codice a triplette. 

4. Tutte o quasi tutte le 64 triplette di codoni codifi- 
cano un amminoacido; il codice, cioè, è degenerato. 


Questi principi sono illustrati dalla seguente analo- 
gia. Prendete in considerazione una frase (gene) in 
cui le parole (codoni) siano formate ciascuna da tre 
lettere (basi). 


THE BIG RED FOX ATE THE EGG 


(Qui gli spazi che separano le parole non hanno un 
significato fisico; vogliono solo indicare la cornice di 
lettura.) La delezione della quarta lettera, che sposta 
la cornice di lettura, cambia la frase in 

THE IGR EDF OXA TET HEE GG 
di modo che tutte le parole oltre il punto della dele- 
zione risultano inintelleggibili (codificano gli ammi- 
noacidi sbagliati). Una inserzione di una qualunque 
lettera, però, diciamo una X in posizione 9, 

THE IGR EDX FOX ATE THE EGG 
riporta la cornice di lettura alla cadenza originale. 
Di conseguenza, sono alterate solo le parole tra le 
due mutazioni. Una frase come quella dell’esempio 
potrebbe essere ancora intelliggibile (il gene potreb- 
be ancora codificare una proteina funzionale), soprat- 
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non è più in grado di sintetizzare mRNA, mentre 
quello originariamente presente viene rapidamente 
degradato. Nirenberg ha trovato che frazioni crude 
di mRNA derivate da altri organismi erano estre- 
mamente attive nello stimolare la sintesi proteica in 
un sistema in vitro di sintesi proteica trattato con 
DNAsi. Questo sistema risponde analogamente bene 
amRNA sintetici. 

Gli mRNA sintetici usati da Nirenberg in esperi- 
menti successivi furono sintetizzati dall’enzima po- 
linucleotide fosforilasi di Azotobacter vinelandii. 
Questo enzima, che fu scoperto da Severo Ochoa e 
Marianne Grunberg-Manago, lega i nucleotidi median- 
te la reazione 


(RNA) +NDP == (RNA)n+1+P:; 


dove NDP rappresenta un ribonucleoside difosfato. 
Contrariamente alla RNA polimerasi, però, la poli- 
nucleotide fosforilasi non utilizza uno stampo. Essa 
piuttosto lega insieme gli NDP a disposizione così che 
la composizione di basi dell’RNA prodotto riflette 
quella della miscela di NDP. 

Nirenberg e Matthaei hanno dimostrato che poli(U) 
stimola la sintesi di poli(Phe) incubando poli(U) con 
una miscela di 19 amminoacidi freddi e 1 radiomar- 
cato in un sistema in vitro di sintesi proteica. Essi 
trovarono un livello di radioattività significativo nel 
precipitato proteico solo quando l’amminoacido mar- 
cato era fenilalanina. UUU deve quindi essere il codo- 
ne che codifica Phe. In esperimenti analoghi, usando 
poli(A) e poli(C) si trovò che venivano sintetizzati po- 
li(Lys) e poli(Pro) rispettivamente. AAA quindi codifi- 
ca Lys e CCC codifica Pro. (Poli(G) non può funziona- 
re come mRNA sintetico perché, anche in condizio- 
ni denaturanti, si aggrega formando quella che si ri- 
tiene sia una elica a quattro filamenti. Un mRNA de- 
ve essere a filamento singolo per poter dirigere la 
propria traduzione; paragrafo 30.2D.) 3 ; 

Niremberg e Ochoa hanno indipendentemente usa- 
to copolimeri di ribonucleotidi per chiarire ulterior- 
mente il codice genetico. 

Per esempio, in un poli(UG) composto per il 76% di 
U e per il 24% di G la probabilità che una data tri- 
pletta sia UUU è di 0,76x0,76x0,76=0,44. Analoga- 
mente, la probabilità che una tripletta consista di due 
U e di una G, che sia cioè UUG, UGU o GUU è 
0,76x0,76x0,24=0,14. L’uso del poli(UG) come 
MRNA indica quindi la composizione di basi ma non 
la sequenza dei codoni che codificano svariati ammi- 
noacidi (Tabella 30.1). 

Tramite l’uso di copolimeri contenenti 2, 3 e 4 basi, 
è stata dedotta la composizione di basi dei codoni 
che codificano ciascuno dei 20 amminoacidi. Inoltre, 
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Tabella 30.1 L'incorporazione di amminoacidi stimolata 
da un copolimero casuale di U e G in rapporto molare 
0,76:0,24 


Probabilità : a Quantità relativa 
Codone di ritro- a ia di amminoacido 
vamento incorporato 
UUU 0,44 100 Phe 100 
UUG 0,14 32 Leu 36 
UGU 0,14 32 Cys 35 
GUU 0,14 32 Val 37 
UGG 0,04 9 Trp 14 
GUG 0,04 9 
GGU 0,04 9 Gly 12 
GGG 0,01 2 


* L'incidenza relativa è qui definita come 100 X la probabilità di ritrovamen- 
to/0,44. 


Fonte: MattHazi, j. H., Jones, O. W., Martin, R. G. e Nirengero, M., Proc. Natl. 
Acad. Sci., 48, p. 666, 1962. 


questi esperimenti hanno dimostrato che il codice ge- 
netico è degenerato poiché, per esempio, poli(UA), po- 
li(UC) e poli(UG) guidano tutti l’incorporazione in un 
polipeptide di Leu. 


Il codice genetico è stato chiarito mediante 
un test di legame di triplette sintetiche 
e l’uso di poliribonucleotidi di sequenza nota 


[1390] In assenza di GTP, che è necessario per la sin- 
tesi proteica, dei trinucleotidi ma non dei dinucleoti- 
di sono quasi tanto efficaci quanto gli mRNA nel pro- 
muovere il legame ai ribosomi dei tRNA specifici. 
Questo fenomeno, che è stato scoperto nel 1964 da 
Nirenberg e da Philip Leder, ha permesso l’identifi- 
cazione dei diversi codoni tramite un semplice test 
di legame. I ribosomi, assieme ai tRNA ad essi legati, 
vengono trattenuti da un filtro di nitrocellulosa men- 
tre i tRNA liberi non lo sono. Il tRNA legato è stato 
identificato usando una miscela di tRNA «carichi» in 
cui solo uno degli amminoacidi attaccati era radio- 
marcato. Si trovò, infatti, che, come ci sì aspettava, 
UUU determina il legame ai ribosomi solo di Phe 
tRNA. Analogamente, UUG, UGU e GUU determina- 
no il legame di Leu, Cys e Val tRNA rispettivamen- 
te. In questo modo sono stati identificati gli ammi- 
noacidi specificati da almeno 50 codoni. Per i rima- 
nenti codoni il test di legame è risultato negativo (nes- 
sun tRNA legato) o ambiguo. 

Il dizionario del codice genetico è stato completato 
e i precedenti risultati sono stati confermati attra- 


Inizio della seconda 
comice di lettura 


Inizio della prima 
Cornice di lettura 


3391] 1392] 


3 88-08-10538-5 


verso la sintesi da parte di H. Gobind Khorana di 
poliribonucleotidi con sequenze ripetute specifiche. 
In un sistema in vitro di sintesi proteica UCUCUCUC..., 
per esempio, viene letto 

UCD CUC 


UCU CUO UCU c. 


il che significa che codifica una catena polipeptidica 
composta da due residui amminoacidici alternati. Si 


è osservato infatti che un tale mRNA determina la 
produzione di 


Ser — Leu — Ser— Leu — Ser— Leu - 


che indica che o UCU o CUC codifica Ser mentre l’al- 
tro codifica Leu. Questa informazione, oltre ai dati 
di legame del tRNA, ha portato alla*conclusione che 
UCU codifica Ser e CUC codifica Leu. Questi dati han- 
no anche provato che i codoni consistono di un nu- 
mero dispari di nucleotidi, sollevando ogni residuo 
sospetto che i codoni potessero essere costituiti da 
sei invece che tre nucleotidi. 

Sequenze alternate di tre nucleotidi, come po- 
li(UAC), codificano tre diversi omopolipeptidi dato 
che i ribosomi possono iniziare la sintesi polipeptidi- 
ca su questi mRNA sintetici in tutte e tre le possibili 
cornici di lettura (Fig. 30.8). st 
L’analisi dei polipeptidi codificati da varie sequenze 
alternate di due e tre nucleotidi ha confermato l’i- 
dentità di molti codoni e riempito parti ancora oscu- 
re del codice genetico. 


Inizio della terza 
cornice di lettura 


r 
SU TA °C *U SA CU TA CU AC 


PTT 


+... Prima cornice 
di lettura 


>... Seconda comice 
° di lettura 


-.. Terza cornice 
di lettura 


Figura 30.8 Un mRNA potrebbe essere letto in una qualunque delle 
tre cornici di lettura, ciascuna delle quali dà un diverso polipeptide. 


La traduzione 1025 


Gli mRNA vengono letti in direzione 
5’ _— 3' 


[1391] L’uso di tetranucleotidi ripetuti ha indicato la 
direzione di lettura del codice e ha identificato i co- 
doni di terminazione della catena. Poli(UAUC) codi- 
fica, come ci si aspettava, un polipeptide con una se- 
quenza ripetuta tetrapeptidica: 


2 


D 
UAU CUA UCU AUC UAU CUA-- © 


Tyr — Leu — Ser — Ile — Tyr — Leu— 


La sequenza amminoacidica di questo polipeptide in- 
dica che l’estremità 5‘ dell’mRNA corrisponde all’e- 
stremità N-terminale del polipeptide; ’MRNA cioè vie- 
ne letto in direzione 5° —> 3°. 


UAG, UAA e UGA sono i codoni di stop 


[1392] Contrariamente ai risultati descritti prima, po- 
li([AUAG) genera solo dipeptidi e tripeptidi. Questo 
è dovuto al fatto che UAG è per il ribosoma un segna- 
le di termine della sintesi proteica: 


AUA GAU AGA UNM: AUA GAU--- 


Îlle — Asp — Arg Stop Île — Asp --- 


Analogamente, poli(GUAA) genera dipeptidi e tripep- 
tidi perché anche UAA è un segnale di terminazione 
dell’allungamento della catena: 


GUA AGU AAG UNA GUA AGU-» 


Val — Ser — Lys Stop Val— Ser — - 


UGA è un terzo segnale di stop. Questi codoni di 
stop, la cui esistenza è stata originariamente dedotta 
da esperimenti genetici, sono noti, con una defini- 
zione in qualche modo inappropriata, come codoni 
nonsenso poiché sono gli unici codoni che non codi- 
fichino amminoacidi. UAG, UAA e UGA sono spesso 
chiamati anche codoni ambra, ocra e opale. (Que- 
sta denominazione è il risultato di uno scherzo di 
laboratorio: la parola tedesca che significa ambra è 
Bernstein, il nome di una persona che ha contribuito 
a scoprire le mutazioni ambra — le mutazioni che 
trasformano in AUG qualche altro codone; ocra e opa- 
le sono giochi di parole su ambra.) 
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erano codoni abbastanza rari da permettere una mo- 
dificazione del codice senza inaccettabili effetti dele- 
teri. Ad ogni modo, il codice genetico «standard», an- 


x 


che se ampiamente utilizzato, non è universale. 


2. L’RNA DI TRASFERIMENTO 


[397] La consapevolezza della funzione genetica del 
DNA ha portato alla realizzazione che la cellula in 
qualche modo «traduce» il linguaggio della sequenza 
di basi nel linguaggio dei polipeptidi. Gli acidi nu- 
cleici però non si legano specificamente agli ammi- 
noacidi. Nel 1955 Francis Crick formulò l’ipotesi, co- 
nosciuta come l’ipotesi dell’adattatore, che la tra- 
duzione avvenga con la mediazione di molecole «adat- 
tatrici». Venne postulato che ciascun adattatore por- 
tasse un amminoacido legato in modo enzimaticamen- 
te specifico e riconoscesse il codone corrispondente 
(Fig. 30.10). Crick suggerì che questi adattatori con- 
tenessero RNA dato che così il riconoscimento dei 
codoni sarebbe potuto avvenire mediante appaiamen- 
to di basi complementari. Più o meno in quel tempo, 
Paul Zamecnik e Mahlon Hoagland scoprirono che 
nel corso della sintesi proteica gli amminoacidi ra- 
diomarcati con !C si legano transitoriamente ad una 
frazione di RNA a basso peso molecolare. Ulteriori 
studi dimostrarono che questi RNA, che inizialmen- 
te vennero chiamati «RNA solubili» o «sRNA» ma che 
sono ora denominati RNA di trasferimento (tRNA), 
sono per l'appunto le presunte molecole adattatrici 
di Crick. 


A. Le strutture 
primaria e secondaria 


398] Nel 1965, dopo uno sforzo durato sette anni, 
Robert Holley ha descritto la prima sequenza di basi 


Polipeptide 


Adattatori 


Acido 
nucleico 


Codonel Cedone 2 Codone 3 
Figura 30.10 L'ipotesi dell’adattatore postula che il codice genetico 
venga letto da molecole che riconoscono un particolare codone e 
che portano l’amminoacido corrispondente. 


_____ HI 
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3' 
A- OH 


I 
n Lis di attacco 
î dell’amminoacido 


Anticodone 


Figura 30.11 La sequenza di basi del tRNAAÎ di lievito disegnata 
secondo lo schema a trifoglio. | simboli usati per i nucleosidi modifi- 
cati (colorati) sono descritti nella Fig. 30.13. 


nota di un acido nucleico biologicamente significati 
vo, quello del tRNA dell’alanina di lievito (RNA; 
Fig. 30.11). Per poterlo fare Holley ha dovuto supera- 
re parecchi ostacoli: 


1. Tutti gli organismi contengono molte specie di 
tRNA (per lo meno una per ciascuno dei 20 am- 
minoacidi) che, a causa delle loro proprietà quasi 
identiche (vedi più avanti) non sono facilmente 
separati. Hanno dovuto essere sviluppate tecniche 
preparative in grado di fornire i grammi di 
tRNAA! puro di lievito necessario a Holley per 
la sua determinazione della sequenza. 

2. Holley ha dovuto inventare i metodi che sono sta- 
ti inizialmente usati per sequenziare l’RNA (pa- 
ragrafo 28.6). 

3. Dieci delle 76 basi del tRNAA di lievito sono mo- 
dificate (vedi più avanti). Le loro formule struttu- 
rali hanno dovuto essere chiarite anche se esse 
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non sono mai state disponibili in quantità supe- 
riori al milligrammo. 


Dal 1965 le tecniche di purificazione e sequenza dei 
tRNA sono enormemente migliorate. Ora un tRNA 
può essere sequenziato in pochi giorni usando solo 
— 1g. di materiale. Attualmente sono note le sequen- 
ze di basi di circa 300 tRNA derivati da una grande 
varietà di organismi (molte derivano dalle loro corri- 
spondenti sequenze di DNA). Essi variano in lunghez- 
za da 60 a 95 nucleotidi (18-28 kD) anche se la mag- 
gior parte hanno circa 76 nucleotidi. 

Quasi tutti i tRNA noti, come ha capito per primo 
Holley, possono essere schematicamente organizzati 
nella cosiddetta struttura secondaria a trifoglio (Fig. 
30.12). Partendo dall’estremità 5’ essi presentano le 
seguenti caratteristiche comuni: 


1. Un gruppo fosfato 5’ terminale., 


Stelo 
dell'amminoacido 
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Figura 30.12 La struttura secondaria a trifoglio del tRNA. i cerchi 
pieni collegati da punti rappresentano gli appaiamenti di basi secon- 
do il modello di Watson e Crick ed i cerchi vuoti nelle regioni a 
doppia elica indicano le basi coinvolte in appaiamenti che non se- 
guono il modello di Watson e Crick. Sono indicate le posizioni inva- 
rianti: R e Y rappresentano rispettivamente purine e pirimidine inva- 
rianti, y significa pseudouracile. ! nucleosidi indicati con un asterisco 
sono spesso modificati. Le regioni tratteggiate nei bracci D e variabile 
contengono numeri diversi di nucleotidi nei vari tRNA. 


2. Uno stelo di 7 bp che comprende il nucleotide 
5’ terminale e che può contenere basi non ap- 
paiate secondo il modello di Watson e Crick come 
G-U. Questa struttura è nota come lo stelo ac- 
cettore o stelo dell’amminoacido dato che il 
residuo amminoacidico trasportato dal tRNA è at- 
taccato al suo gruppo OH 3’ terminale (paragrafo 
30.20). 

Uno stelo di 3 o 4 coppie di basi che termina in 

un’ansa che spesso contiene la base modificata dii- 

drouridina (D). Questi stelo e ansa vengono col- 

lettivamente definiti il braccio D. 

Uno stelo di 5 bp che termina con un anello che 

contiene l’anticodone, la tripletta di basi che è 

complementare al codone specifico per quel tRNA. 

Questa struttura è definita come il braccio del- 

l’anticodone. 

Uno stelo di 5 bp che termina con un anello che 

di solito contiene la sequenza TyYC (dove y è il 

simbolo di pseudourinina; vedi più avanti). Que- 

sto insieme viene chiamato il braccio T o TYC. 

6. Tutti itRNA terminano nella sequenza CCA, con 
un gruppo OH libero al 3’. La sequenza —CCA 
può essere determinata geneticamente oppure at- 
taccata enzimaticamente al tRNA immaturo (pa- 
ragrafo 29.4C). 

7. Ci sono 13 posizioni che non variano (presentano 
sempre la stessa base) ed 8 posizioni semi-inva- 
rianti (solo una purina o solo una pirimidina) che 
si trovano principalmente nelle regioni ad ansa. 
Queste regioni contengono anche delle porzioni 
invarianti correlate, delle coppie cioè di nucleo- 
tidi non dello stelo che sono appaiate in tutti i 
tRNA. 

La purina al 3’ dell’anticodone è sempre modifi- 
cata. Il significato strutturale di queste caratteri- 


x 


stiche è esaminato nel paragrafo 30.28. 
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‘ag 


A; 


Il sito di maggiore variabilità tra i tRNA noti si trova 
nel cosiddetto braccio variabile. Esso possiede da 
3 a 21 nucleotidi e può avere una struttura a stelo 
fino a 7 nucleotidi. Anche la lunghezza dell’ansa D 
varia da 5 a 7 nucleotidi. 


I tRNA presentano numerose basi modificate 


1399] Una delle caratteristiche peculiari dei tRNA è 
il loro alto numero, fino al 20%, di basi modificate 
postraduzionalmente o ipermodificate. Alcune delle 
più di 50 basi modificate sono illustrate nella Fig. 
30.13 assieme alle loro abbreviazioni convenzionali. 
I nucleosidi ipermodificati, come if A, sono di solito 
adiacenti al nucleotide al 3’ dell’anticodone quando 
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la sua struttura tridimensionale è rimasta però un 
enigma fino al 1974. In quell’anno la struttura ai raggi 
x, a 2,5 À di risoluzione, di un cristallo di tRNAPhe 
di lievito è stata descritta separatamente da Alexan- 
der Rich in collaborazione con Sung Hou Kim e da 
Aaron Klug, in una diversa forma cristallina. La mo- 
lecola assume una conformazione a L in cui un brac- 
cio della L è formato dallo stelo accettore e dallo stelo 
a T ripiegati in una doppia elica continua simile a 
DNA-A (paragrafo 28.2B) e l’altro braccio è analoga- La complessa struttura terziaria dei tRNA 
mente composto dallo stelo D e dallo stelo dell’antico- è mantenuta ad opera di legami idrogeno 
done (Fig. 30.14). Ciascun braccio della L è lungo — 60 
À e l’anticodone e il sito accettore dell’amminoacido 


sono alle estremità opposte della molecola, lontani 
-76 À. Il fatto che il tRNA nativo sia così sottile, 
20-25 À di larghezza, è essenziale per la sua funzio- 
ne biologica: durante la sintesi proteica due molecole 
di RNA devono simultaneamente legarsi a codoni 
adiacenti sull’mRNA, in stretta vicinanza (paragrafo 
30.3D). 


e di interazioni cooperative da impilamento 


[302] La complessità strutturale del tRNA”P° di lie- 
vito ricorda quella di una proteina. Anche se solo 
42 delle sue 76 basi sono presenti sotto forma di steli 
a doppia elica, 71 di esse partecipano ad associazioni 
cooperative da impilamento (Fig. 30.15). La struttura 
contiene anche 9 interazioni a coppie di basi che le- 
gano la sua struttura terziaria (Figg. 30.14a e 30.15). 


Figura 30.15 | nove appaiamenti terziari nel tRNAPP® di lievito. No- 
tate come tutti tranne uno coinvolgano appaiamenti non canonici se- 
condo lo schema di Watson e Crick e come siano tutti localizzati 
vicino all'angolo della L. (Fonte: Kim, S.H., in ScHimmeL, P.R., SÒLL, 
D. e ABELSON, ].N., (curatori), Transfer RNA: Structure, Properties and 
Recognition, p. 87, Cold Spring Harbor Laboratory, 1979.) 
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È interessante notare che tutte, tranne una, queste 
interazioni terziarie, che sembrano essere i sostegni 
fondamentali della struttura della molecola, non so- 
no associazioni secondo il modello di Watson e Crick. 
Inoltre, la maggior parte delle basi coinvolte in que- 
ste interazioni sono o invarianti o semiinvarianti, il 
che suggerisce fortemente che tutti i tRNA abbiano 
una conformazione simile (vedi più avanti). La strut- 
tura viene anche stabilizzata da numerosi legami idro- 
geno insoliti tra le basi ed i gruppi fosfato o i gruppi 
2'-OH dei residui di ribosio. 

La struttura compatta del tRNAPh° di lievito deri- 
va dal suo grande numero di associazioni intramole- 
colari, che rendono la maggior parte delle sue basi 
inaccessibili al solvente. Le eccezioni più rilevanti so- 
no le basi dell’anticodone e quelle dell’estremità 
—CCA che porta l’amminoacido. Senza dubbio, en- 
trambi questi gruppi devono risultare accessibili per 
poter svolgere la loro funzione biologica. 

L’osservazione che la struttura del tRNAP®° di lie- 
vito in due diverse forme cristalline è essenzialmen- 
te la stessa, conferisce molto credito alla supposizio- 
ne che la sua struttura cristallina assomigli molto al- 
la sua struttura in soluzione. RNA di trasferimento 
diversi da tRNAPP€ di lievito sono stati, notoriamen- 
te e sfortunatamente, difficili da cristallizzare. Fino 
ad oggi sono state descritte le strutture cristalline, 
tutte ad una risoluzione di 3,0 À o più, di solo tre 
altre specie di tRNA nativi. Le strutture molecolari 
di questi tRNA assomigliano moltissimo a quella del 
tRNA?h€ di lievito. Le maggiori differenze strutturali 
tra di essi derivano tanto da una apparente flessibilità 
nell’ansa dell’anticodone e nell’estremità —CCA quan- 
to da una mobilità a cardine tra i due bracci della 
L, che dà al tRNA4*P di lievito, per esempio, una for- 
ma simile a quella di un boomerang. Queste osserva- 
zioni sono coerenti con quanto ci si aspetta dal fatto 
che tutti i tRNA devono accedere alle stesse cavità 
dei ribosomi. 


La struttura ai raggi X di un tRNA 
sotto forma di complesso 
con la sua amminoacil-tRNA sintetasi 


[1403] È stata determinata la struttura ai raggi X della 
glutamminiltRNA sintetasi (GInRS) di E. coli sotto 
forma di complesso con tRNAS!" e ATP a una riso- 
luzione di 2,8 À; essa rappresenta la prima struttura 
descritta di una amminoacil-tRNA sintetasi sotto for- 
ma di complesso con il suo tRNA. Il tRNA assume 
una conformazione a L molto simile a quella di altri 
tRNA di cui sono state descritte le strutture (Fig. 
30.14b, per esempio). GlnRS è una proteina mono- 
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merica di 553 residui che consiste di quattro domini 
organizzati in modo da formare una molecola allun- 
gata che è significativamente più lunga del tRNA. 
La proteina interagisce con il tRNA lungo l’intera fac- 
cia interna della L di modo che l’anticodone è legato 
vicino ad una estremità della proteina e lo stelo ac- 
cettore vicino all’altra estremità. 

Il tRNA legato alla proteina differisce struttural- 
mente dal tRNAPP® di lievito per il fatto che l’ansa 
dell’anticodone del tRN AS!" adotta una conformazio- 
ne mai osservata in precedenza per cui le basi del- 
l’anticodone non sono incolonnate ma si proiettano 
all’esterno per interagire con gruppi reattivi sulla pro- 
teina in quella che sembra essere una interazione 
sequenza-specifica. In un’altra differenza conforma- 
zionale significativa con il tRNAP®°, l’estremità 
—CCA al 3’ del tRNA9 forma una curva a forcina 
girata verso l’interno della L invece che proseguire 
secondo l'andamento dell’elica, aprendo così la pri- 
ma coppia di basi nello stelo accettore (U1-A72). L’e- 
stremità CCA del tRNA, quindi, si inserisce profon- 
damente in una tasca della proteina che contiene an- 
che ATP e glutammina, substrati della sintetasi. Tre 
«dita» della proteina si inseriscono nella scanalatura 
secondaria dello stelo accettore dando origine ad inte- 
razioni sequenza-specifiche. (Ricordate che il DNA-B, 
che ha una scanalatura principale larga ma una se- 
condaria stretta, paragrafo 28.2A, interagisce con le 
proteine principalmente attraverso la scanalatura 
principale: Figg. 29.20 - 29.23, per esempio; mentre 
l’PRNA, che assume una struttura analoga a quella del 
DNA-A (paragrafo 28.2B), ha una scanalatura princi- 
pale troppo stretta per permettere l’inserimento di 
proteine ma una scanalatura secondaria ampia.) Que- 
ste osservazioni strutturali vanno a sostegno dei dati 
genetici e biochimici che indicano che le sette basi 
all’estremità dello stelo accettore (tranne la sua estre- 
mità CCA) costituiscono assieme alla base centrale del- 
l’anticodone i principali elementi di identità del 
trN ASI, i 

Il dominio della GinRS che lega glutammina, ATP 
e l'estremità CCA del tRNAS!" assume la conforma- 
zione ripiegata di legame con i nucleotidi (ripiega- 
mento di Rossmann) posseduta per esempio da mol 
te proteine leganti NAD* e ATP (paragrafo 7.3B). 
Gran parte di questo dominio è quasi sovrapponibile 
ai domini corrispondenti di tirosina-tRNA sintetasi 
(TyrRS) e metioninatRNA sintetasi (MetRS). Questi 
tre domini sono ovviamente evoluzionisticamente cor- 
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1036 Capitolo 30 o , rari t o teen ___ _r_— ea 
© 88-08-10538-5 : 88-08-10538-5 
(a) DI) lo) lo) lo) 
mec 3 Evid 1 ività intrinseche del RNA" 
\o- ES 0” Sg o hi CAIETAFD:G: Ù Teattivia DILASE € a gruppo tal A A che di un tRNA riconosciute dalla sua corrisponden- 
/ Z Z nucleofilico tirosilcarbossile e il distacco del gruppo : (b) tRNAP"® (lievito) le SmAInOsGLIRTA siatetast ciano idigsinicradiche 
Tirosina ti 0 0) PP; attivato dell’ATP sono sufficienti a sostenere la oi: Manipolazioni genetiche effettuate da Paul Re 
Ado ATP vrsions a DR ui ea: SS AONOPA G3 — : s- U70 è - 173 hanno rivelato che queste caratteristiche, almeno per 
aumento di. =10”:volte rispetto ala Teazione Do c * » un tipo di tRNA, sono sorprendentemente semplici. 
talizzata) con il solo legame dello stato di transizione 2 si MEER Numerose alterazioni nella sequenza del tRNA Ala di 
Do 5 n nere vi i e agli effetti del- uri eee È E. coli non sembrano influenzarne apprezzabilmen- 
o bed orientamento (paragrato 13.11). at | Va ° te la capacità di essere amminoacilato con alanina. 
ha, De A CR La maggior parte però delle sostituzioni di basi nella 
Tyr— C | È 9° 0 si . i ‘0: . coppia G3 - U70 situata nello stelo accettore del tRNA 
\o-p—0” 1. La seriLtRNA sintetasi rappresenta toe ee 620 (Fig. 30.19a) diminuisce grandemente questa reazio- 
i \ (o) una seconda classe strutturale di sintetasi e.° ne. L'introduzione, inoltre, di una coppia G - U nel- 
L | l’analoga posizione di tRNA5 e di tRNAPh ne de- 
[1407] È stata determinata a una risoluzione di 2,5 À : °° ; ; sli i. 
bai la Jia ai raggi X della seril-tRNA sintetasi fe) tRNA{"! G347 1 ‘A36 termina la +: con alanina anche se i 
Stato di transizione trigonale bipiramidale (SerRS) di E. coli. Questo dimero di due subunità : i ui wa i ant 3 i Vaia | 
3 : ca ia i i È : utanti e i quello nella Fig. 30.20). ll 
o ” IRIS di 430 residui carica tanto Hol e 3 >: (d) tRNAS® La alanitRNA sintetasi di E. coli, infatti, amminoaci- 
#0 (o, i {RNA isoaccettori prodotti da E. coli quanto il suo Gr e . la i ; ; : È 
TAN gl Î Ì ì ci ‘P - A i CORR; : persino efficientemente una «microelica» di 24 nu- 
y \_P È P P tRNAS€YS, La subunità SerRS è costituita da due do vo: Lig 3: cleotidi derivata dal solo stelo accettore contenente 
0707 no; boa Non mini. I 100 residui N-terminali formano un notevole ARL ei 3 nia G3- U70 del tRNAAl di E. coli. Poiché l’uni 
; varo ì i sil 2 » G2- È *-C71 i E. coli. Poiché l’unico tRNA 
O 07 07 braccio esposto al solvente costituito da due a-eliche MERIZZO, REGATA AU3 7% 3" UA70 noto di E. coli, che normalmente ha la coppia di basi 
Ado antiparallele superavvolte lunghe 60 À unite da un MEIETTZA ur "e a I: G3-U70, è il tRNAA, e questa coppia di basi è pre- 
corto segmento di catena distesa. La porzione restan- \ ne (Ea: P 1° orione la Ala di i Nene 
Tirosil adenilato PP, E 5 stà aa A i et pena I , sente anche nel tRNA4" di molti organismi compre- 
(c-ela- SUbHBliee Hi Oa dea gii sE Se Li dl. so il lievito (Fig. 30.11), le precedenti osservazioni 
(6) torno 3 VA nucleo formato da una struttura Ba Disse E e suggeriscono fortemente che la coppia di basi 
i foglietto ripiegato costituito da 7 segmenti antiparal- eufaca 624% 1. 7», 
leli. Se viene osservato lungo il suo asse di simme- ti 136 so a "ag 
tria, il dimero mostra una forma che richiama la let- RM ET 
tera Z in cui la base e la cima della lettera sono for- uo) 


mati dalle strutture superavvolte e la parte centrale 
è generata dai due domini globulari che sono estesa- 
mente associati attraverso l’asse di simmetria. An- 
che se non c’è evidenza strutturale né biochimica sulla 
localizzazione del sito attivo dell'enzima si ritiene che 
esso occupi una profonda depressione sulla superfì- 
cie del dominio globulare delimitata da anse polipep- 
tidiche e contenente numerosi residui basici. Al con- 


MISE trario di GlnRS, SerRS non ha una lunghezza suffi- 


S 
È ; Gin 195 ida . | ciente a legare simultaneamente sia l'estremità CCA 
a | che l’anticodone di un tRNA. È stato quindi suggeri- 
to che il braccio elicoidale di SerRS funzioni come 
Tyr 34 


Asp 176 un montante disteso per puntellare lo stelo dell’anti- 

codone del tRNASE". Notate come SerRS non conten- 
ga una struttura ripiegata in grado di legare nucleo- 
tidi come invece si trova nelle altre amminoaciltRNA 
sintetasi di cui è nota la struttura (GlnRS, MetRS e 
TyrRS). 


Figura 30.19 Gli elementi distintivi di quattro tRNA. Ciascuna base 
nel IRNA è rappresentata con un cerchio. | cerchi rossi indicano le 
posizioni che è stato dimostrato che rappresentano elementi di identi- 
tà per il riconoscimento del tRNA da parte della amminoacil-tRNA 
sintetasi corrispondente. In ogni caso, possono ancora essere scoperti 
altri elementi di identità. (Fonte: ScHuLman, L.H. e ABELSON, ]., Scien- 
ce, 240, p. 1592, 1988.) 


re il modo in cui le amminoaciltRNA sintetasi rico- 
noscono i loro tRNA corrispondenti. I metodi utiliz- 
zati per raggiungere questo scopo comprendono l’u- 
so di frammenti specifici di tRNA, di tRNA alterati 
tramite mutazioni, e di agenti capaci di indurre le- 
gami crociati chimici. I siti di contatto più comuni 
della sintetasi sul tRNA si trovano sulla faccia più 
interna (concava) della L. A parte questo, non sem- 
bra esserci molta regolarità su come i vari tRNA ri 
conoscano le loro rispettive sintetasi. Le sintetasi più 
piccole, infatti, sembrano riconoscere solo il sito ac- 
cettore dei loro tRNA, mentre gli enzimi più grandi 
entrano in contatto con una porzione maggiore della 
superficie interna dei tRNA. L’anticodone quindi non 


partecipa necessariamente a questo processo di rico- 
noscimento. 


Figura 30.18 Il meccanismo della formazione di tirosil adenilato cata- 
lizzata dalla tirosil-tRNA sintetasi. (a) Nel meccanismo chimico della 
reazione il gruppo tirosil carbossilico si attacca in modo nucleofilico 
al fosforo a dell'ATP (in alto) con una singola reazione di spostamen- 
to che procede attraverso uno stato di transizione bipiramidale trigo- 
nale (in mezzo) dando tirosil adenilato e PP; (in basso). (b) Studi di 
costruzione di modelli basati sulla struttura ai raggi X della tirosil- 
{RNA sintetasi sotto forma di complesso con tirosil adenilato (un com- 
plesso stabile in presenza di tRNA!”) indicano che il fosfato y del- 
l’ATP che reagisce forma legami idrogeno con Thr 40 e His 45 (in 
alto) solo nello stato di transizione della reazione. Il tirosil adenilato 
forma anche 12 legami idrogeno con l'enzima (parecchi di essi sono 
qui indicati con linee tratteggiate) che apparentemente non vengono 
disturbati in modo significativo nello stato di transizione. (Fonte: LEA- 
THERBARROW, R.)., FERSHT, A.R. e WINTER, G., Proc. Nati. Acad. Sci., 
82, p. 7841, 1985.) 


Le caratteristiche strutturali riconosciute i 
dalla amminoacil-tRNA sintetasi 


poss essere Ito semplici Figura 30.20 Un modello tridimensionale del RNA" di E. coli ba- 
ssono essere moiio 1 


sato sulla struttura ai raggi X del tRNAPNE di lievito (Fig. 30.14) in 
cui i nucleotidi che sono diversi nel tRNA® di E. coli sono eviden- 
ziati in blu-bianco e la coppia di basi G3 - U70 è evidenziata in avo- 


408] Sono stati fatti considerevoli sforzi per spiega rio. (Per gentile concessione di Ya-Ming Hou, MIT.) 


Quanto appena detto suggerisce che le caratteristi 
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1040 Capitolo 30 


L’ipotesi dell’oscillazione rende conto 
strutturalmente della degenerazione dei codoni 


[413] Combinando le informazioni strutturali con la 
deduzione logica Crick ha proposto, in quella che egli 
ha chiamato l’ipotesi, come un tRNA possa ricono- 
scere svariati codoni degenerati. Egli ha assunto che 
i primi due appaiamenti del codone-anticodone ab- 
biano la normale geometria del modello secondo Wat- 
son e Crick. Le limitazioni strutturali che questo fat- 
to pone sul terzo appaiamento codone-anticodone as- 
sicura che questa conformazione non differisca dra- 
sticamente da quella di un appaiamento secondo Wat- 
son e Crick. Crick ha quindi proposto che ci possa 
essere un certo gioco o oscillazione nella terza posi- 
zione del codone che permette limitati aggiustamen- 
ti conformazionali nella geometria del suo appaia- 
mento. Questo permette la formazione di parecchie 
coppie non convenzionalmente rispondenti al modello 
di Watson e Crick come U-G e I- A (Fig. 30.210). 
Gli appaiamenti oscillanti permessi sono indicati nel 
la Fig. 30.21b. Analizzando quindi il modello noto 
di appaiamento secondo Watson e Crick, Crick ha 
dedotto i gruppi più plausibili di combinazioni negli 
appaiamenti in corrispondenza della terza posizione 
del codone-anticodone (Tabella 30.4). Un anticodone, 
quindi, con C o A nella sua terza posizione può ap- 
paiarsi solo con il codone corrispondente secondo il 
modello di Watson e Crick. Se U, G o I occupano 
la terza posizione dell’anticodone, vengono ricono- 
sciuti rispettivamente due, due o tre codoni. 

Non si conosce alcun tRNA citoplasmatico, né pro- 
cariotico né eucariotico, che partecipi ad un appaia- 
mento non oscillante. Non c'è tuttavia descrizione di 
un simile tRNA con una A nella terza posizione del- 
l’anticodone, il che suggerisce che il conseguente ap- 
paiamento U- A non è permesso. Le basi strutturali 
dell’appaiamento oscillante non sono molto chiare an- 
che se è chiaro che esse sono influenzate da modifi- 
cazioni delle basi. i 

Una analisi dei vari appaiamenti oscillanti indi 


Tabella 30.4 Combinazioni permesse di coppie oscillanti 
.nella terza posizione codone-anticodone 


Base al 5’ dell’anticodone Base al 3’ del codone 


LRLELO TIITRO 4 RARICES 


(1413) 1414 


© 88-08-10538-5 


(a) (0) 


(6) ASI 


Anticodone 


UA 
AU 
C--G 
Ge C 
++ C 
—U--G. 


DS 


Figura 30.21 Appaiamenti oscillanti. (a) Coppie oscillanti U- Gel. A. 
(b) La geometria dell’appaiamento oscillante. Le sfere e i legami ad 
esse attaccati rappresentano le posizioni degli‘atomi di ribosio C(1)) 
con i legami glicosidici ad essi associati. X (a sinistra) indica il nucleo- 
side all'estremità 5’ dell’anticodone (tRNA). Le posizioni sulla destra 
sono quelle del nucleoside 3’ del codone (mRNA) nell’appaiamento 
oscillante indicato. (Fonte: CRICK, F.H.C., /. Mol. Biol., 19, p. 55, 
1966.) 


ca che almeno 31 tRNA sono necessari per tradurre 
tutte le 61 triplette codificanti del codice genetico (è 
in realtà 32 il numero minimo necessario poiché l'i 
nizio della traduzione richiede un diverso tRNA; pa- 
ragrafo 30.3C). La maggior parte delle cellule hanno 
>32 tRNA, di cui alcuni hanno anticodoni identici. 
Cionondimeno, tutti i tRNA specifici per lo stesso am- 
minoacido in una cellula sono riconosciuti da una sin- 
gola tRNA sintetasi. 


Alcuni tRNA mitocondriali hanno appaiamenti 
oscillanti più permissivi di altri tRNA 


1414) Le proprietà di riconoscimento del codone dei 


| 415) 1416] 1417] 


titti 


La traduzione 1041 
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tRNA mitocondriali deve riflettere il fatto che i codi- 
ci genetici dei mitocondri sono «varianti» del codice 
genetico «standard» (Tabella 30.3). Il genoma dei mi- 
tocondri umani, per esempio, che consiste di soli 
16 569 bp, codifica 22 tRNA (oltre a 2 RNA riboso- 
miali e 13 proteine). Quattordici di questi tRNA leg- 
gono ciascuno una delle coppie di codoni sinonimi 
indicate nelle Tabelle 30.2 e 30-3 (MNX, dove X è 
CoUo altrimenti A 0 G) secondo le normali regole 
dell’oscillazione G- U: i tRNA hanno una G o una 
U modificata nella terza posizione dell’anticodone che 
permette loro di appaiarsi rispettivamente con codo- 
ni che abbiano X=C o U o altrimenti X= A 0 G.I 
restanti 8 tRNA che, contrariamente alle regole del- 
l'oscillazione, riconoscono ciascuno uno dei gruppi 
di quattro codoni sinonimi (MNY, dove Y= A, C, G 
o U), hanno tutti anticodoni con una U nella loro ter- 
za posizione. 

Oppure questa U può in qualche modo appaiarsi con 
una qualunque delle quattro basi o questi tKNA leg- 
gono solo le prime due posizioni del codone ignoran- 
do la terza. Così, non sorprendentemente, molti tRNA 
mitocondriali presentano strutture insolite in cui, per 
esempio, la sequenza GTYCRA (Fig. 30.12) manca o, 
nel caso più bizzarro, un tRNA5" è privo dell’inte- 
ro braccio a D. 


I codoni usati di frequente sono complementari 
alle specie di tRNA più abbondanti 


G415] L'analisi della sequenza di basi di parecchi ge- 
ni strutturali altamente espressi del lievito di birra, 
Saccaromices cerevisiae, ha rivelato una notevole dif- 
ferenza nell’uso dei diversi codoni. Solo 25 delle 61 
triplette vengono comunemente usate. 

I codoni preferiti sono quelli che si pongono il più pos- 
sibile complementari, nel senso del modello di Wat- 
son e Crick, agli anticodoni delle specie più abbon- 
danti in ciascun gruppo di tRNA che legano lo stesso 
amminoacido. 

Inoltre, i codoni che legano gli anticodoni con due 
coppie consecutive GC o tre coppie A - U sono evi- 
tati così che i complessi codone-anticodone preferiti 
hanno tutti approssimativamente la stessa energia li- 
bera. Un fenomeno simile avviene in E. coli anche 
se parecchi dei suoi 22 codoni preferiti sono diversi 
da quelli del lievito. Il grado con cui i codoni preferi 
ti sono presenti in un dato gene è strettamente cor- 
relato, in entrambi gli organismi, con il livello di 
espressione del gene. 

Questo, è stato suggerito, permette agli mRNA di pro- 
teine che sono richieste in gran copia di essere tra- 
dotti rapidamente e senza intoppi. 
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La selenocisteina è specificata da un tRNA 


[1416] Anche se si è ampiamente affermato, anche in 
questo testo, che le proteine sono sintetizzate a parti- 
re dai 20 amminoacidi «standard», duelli cioè codifi- 
cati dal codice genetico «standard», alcuni organismi 
usano di fatto un 21esimo amminoacido, la seleno- 
cisteina, nella sintesi di alcune delle loro proteine. 


NH 


| 
cara Se— H 
n 


Residuo di 
selenocisteina 


Il selenio, un elemento in tracce biologicamente es- 
senziale, è un componente di parecchi enzimi sia dei 
procarioti che degli eucarioti. E. coli contiene due se- 
lenoproteine, entrambe delle formiato deidrogena- 
sì, che contengono ciascuna un residuo di selenoci- 
steina. I residui di selenocisteina sono incorporati in 
queste proteine durante la sintesi sui ribosomi per 
mezzo di un tRNA unico che porta un anticodone 
UCA che è specificato da un particolare (nell’mRNA) 
codone UGA (normalmente il codone di stop opale). 
Non si sa come il sistema ribosomiale distingua que- 
sto UGA dai normali codoni opale di stop anche se 
sono probabilmente coinvolti gli effetti del contesto 
dell’nRNA e lo stato fisiologico della cellula. Il 
selenocisteinil-tRNA è sintetizzato mediante ammi- 
noacilazione del suo tRNA con la L-serina ad opera 
della stessa amminoacil-tRNA sintetasi che carica 
tRNA, seguita dalla coniugazione enzimatica con 
selenio del risultante residuo Ser. 


L’incorporazione nelle proteine 
della selenocisteina 


[417] L'ipotesi che siano informazioni ricavate dal 
contesto a mettere il ribosoma in grado di distingue- 
re tra il codone UGA che specifica un residuo di sele- 
nocisteina (SeCys) e un normale codone di stop opale 
è stata confermata grazie a studi di manipolazioni 
genetiche. Nel caso di costrutti in cui il segmento 
N-terminale del selenopeptide della formato deidro- 
genasi è fuso a monte del gene della 6-galattosidasi, 
la presenza di selenio è necessaria per la lettura del 
messaggio e per la sintesi di 6-galattosidasi. La modi- 
ficazione però del codone TGA del DNA in TGC, TGT 
(codone di Cys) o TCA (codone di Ser) elimina il biso- 
gno di selenio. 
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Figura 30.22 Il modello tridimensionale della subunità grande 
del ribosoma è stato dedotto combinando matematicamente le 
sue immagini bidimensionali al microscopio elettronico prese 
da angoli di visuale diversi. Il modello della subunità piccola è 
stato determinato in modo analogo. (Per gentile concessione di }a- 
mes Lake, UCLA.) 


ordinati di particelle prese da direzioni diverse so- 
no combinate in modo da dare un’immagine tridi- 
mensionale (Fig. 30.22). La subunità piccola ha ap- 
prossimativamente la forma di un guanto, mentre 
la subunità grande è sferica con due protuberanze 
su di un lato (Fig. 30.23). La subunità grande con- 
tiene anche un tunnel, lungo fino a 100-120 À e 
di diametro fino a 25 À, che si estende da un solco 
tra le tre protuberanze della subunità e si postu- 
la fornisca la via di uscita al polipeptide nascente 
(Fig. 30.24). 


Gli RNA ribosomiali hanno strutture secondarie 
evoluzionisticamente conservate 


1422] L’IRNA 16S di E. coli, che è stato sequenziato 
da Harry Noller, consiste di 1542 nucleotidi. Una ri- 
cerca computerizzata di segmenti a doppia elica sta- 
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bili di questa sequenza ha mostrato molte strutture 
secondarie plausibili ma spesso mutuamente esclusi- 
ve. Il confronto, tuttavia, delle sequenze degli rRNA 
16S di parecchi procarioti, condotto assumendo che 
le loro strutture fossero state conservate nell’evolu- 
zione, ha portato alla struttura secondaria a fiore per 
l’rRNA 16S proposta nella Fig. 30.25. Questa struttu- 
ra a quattro domini, che è per il 46 per cento costi- 
tuita di basi appaiate, è ragionevolmente coerente con 
i risultati degli studi di digestione con nucleasi e di 
modificazione chimica. I suoi steli a doppia elica ten- 
dono ad essere corti (<8 bp) e molti di essi sono im- 
perfetti. 

È interessante notare che le fotografie al microscopio 
elettronico dell'RNA 16S assomigliano a quelle della 
subunità 30S completa, il che suggerisce che la for- 
ma complessiva della subunità 30S sia largamente de- 
terminata dall’rRNA 165. 

Sono stati sequenziati anche gli rRNA 5S e 23$ del- 
la subunità ribosomiale grande che consistono rispet- 
tivamente di 120 e 2 904 nucleotidi. Come per l’rRNA 
16S essi sembrano avere ampie strutture secondarie. 
Quella proposta per l’rRNA 5S è mostrata nella Fig. 
30.26. Naturalmente, come abbiamo visto per il tRNA, 
la struttura secondaria di un RNA fornisce scarse in- 
dicazioni sulla sua struttura tridimensionale (vedi pe- 

* rò anche più avanti). 
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Protuberanza 
centrale 
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Figura 30.23 (a) Un modello tridimensionale del ribosoma di £. coli 
dedotto come indicato nella Fig. 30.22. La subunità piccola (in alto) 
si combina con la subunità grande (in mezzo) per formare il ribosoma 
completo (in basso). Le due vedute del ribosoma combaciano con 
le immagini viste (b) con la microscopia elettronica. (Per gentile con- 
cessione di James Lake, UCLA.) 


Figura 30.24 Una immagine generata al computer della subunità grande 
del ribosoma del Bacillus stearothermophilus determinata mediante 
ricostruzione dell'immagine al microscopio elettronico di serie bidi- 
mensionali di particelle orientate. Un tunnel di —25 A di diametro 
si estende a — 100 À dalla fessura tra le tre sporgenze (T) della subu- 
nità fino al probabile sito di uscita (E) del polipeptide nascente. La 
barra è lunga 20 A. (Per gentile concessione di Ada Yonath, Weiz- 
mann Institute of Science.) 


Le proteine ribosomiali 
sono state parzialmente caratterizzate 


[423] Le proteine ribosomiali sono difficili da separa- 
re perché la maggior parte di esse non sono solubili 
negli ordinari tamponi. Convenzionalmente, le pro- 
teine ribosomiali derivate dalle subunità piccola e 
grande vengono designate con il prefisso S e L, ri- 
spettivamente, seguito da un numero che indica la 
loro posizione, a partire dall’angolo in alto a sinistra 
e andando in basso a destra, su di un gel di elettrofo- 
resi bidimensionale (in ordine approssimativamente 
di diminuzione di peso molecolare; Fig. 30.27). Solo 
la proteina S20/L26 è comune ad entrambe le subu- 
nità. Essa apparentemente si trova all’interfaccia tra 
le due subunità. Una delle proteine della subunità 
grande è parzialmente acetilata alla sua estremità N- 
terminale così che dà origine a due punti elettrofore- 
tici (L7/L12). Quattro copie di questa proteina sono 
presenti nella subunità grande. Queste quattro co- 
pie, inoltre, di L7/L12 aggregano con L10 formando 
un complesso stabile che inizialmente era stato in- 
terpretato come una proteina singola, «L8». Tutte le 
altre proteine ribosomiali sono presenti solo con una 
copia per subunità. 

Le sequenze amminoacidiche di tutte e 52 le pro- 
teine ribosomiali di E. coli sono state descritte, so- 
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1048 Capitolo 30 


Figura 30.30 L'immunomicroscopia elettronica rivela le posizioni delle 
proteine ribosomiali. Delle immunoglobuline G (IgG) prodotte con- 
tro una particolare proteina ribosomica, in questo caso 56, vengono 
mescolate con i ribosomi. Le IgG, che sono delle proteine a Y (para- 
grafo 34-2B) si legano all’antigene corrispondente per mezzo delle 
due corte braccia della Y, legando quindi insieme due ribosomi. La 
posizione della proteina sulla superficie del ribosoma è indicata dal 
punto di attacco delle igG. (Per gentile concessione di James Lake, 
UCLA.) 


ta) Subunità piccola (b) Subunità grande 


5S5' gato 
1 (4 molecole) 
-—-L18 


Figura 30.31 Mappe delle subunità piccola (a) e grande (b) del ribo- 
soma di E. coli con indicata la localizzazione di alcuni dei loro com- 
ponenti proteici determinata mediante immunomicroscopia elettroni- 
ca. | siti tratteggiati si trovano sul retro della subunità. Sulla subunità 
piccola i simboli 165 3’ e 165 5’ segnano la fine dell'RNA 165. Sulla 
subunità grande P indica il sito di peptidil transferasi, E il sito da 
cui il polipeptide nascente emerge dal ribosoma (l'estremità del tun- 
nel nella Fig. 30.24), M specifica il sito di ancoraggio del ribosoma 
alla membrana, e 55 3' e 5S 5’ segnano le estremità dell'rRNA 55. 
(Fonte: LAKE, }.A., Annu. Rev. Biochem., 54, p. 512, 1985.) 


merose tecniche fisiche e chimiche. Molte proteine 
sono state localizzate da James Lake e Georg Stòffler 
mediante immunomicroscopia elettronica. Anti 
corpi di coniglio (immunoglobuline G (IgG); para- 
grafo 34.2A) derivati contro una proteina ribosomia- 
le specifica si legano a questa proteina dove essa è 
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esposta sulla superficie della sua subunità. La micro- 
scopia elettronica del complesso subunità ribosomia- 
li -IgG mostra il punto di attacco dell’IgG e di conse- 
guenza il sito della proteina ribosomiale a cui essa 
si lega (Figg. 30.30 e 30.31). Questi risultati sono stati 
confermati ed estesi mediante misurazioni della dif- 
frazione dei neutroni nella subunità 30S condotte da 
Donald Engleman e Peter Moore (Fig. 30.320) e me- 
diante studi simili sulla subunità 50S da Knud Nier- 
haus. Le posizioni delle proteine indicate nelle Figg. 
30.31 e 30.32a sono in accordo con la mappa di as- 
semblaggio della subunità mostrata nella Fig. 30.29 
nel fatto che coppie di proteine che devono interagi- 
re (anche se non necessariamente per contatto diret- 
to) per il corretto assemblaggio della subunità sono 
molto vicine. 

Molti degli elementi della struttura secondaria 
dell’rRNA 16S sono stati localizzati sulla subunità pic- 
cola (Figg. 30.25 e 30.32b). Le loro posizioni sono sta- 
te indirettamente stabilite a partire dalle posizioni 
note di proteine che esperimenti di protezione dalla 
nucleasi e di induzione di legami crociati RNA- 
proteine indicano legarsi a questi elementi. Abbia- 
mo così un modello completo, anche se grossolano, 
della subunità 30S del ribosoma di E. coli. 


La marcatura per affinità ha aiutato 


ad identificare i componenti funzionali 
del ribosoma 


1426] Sono stati fatti considerevoli sforzi per identifi- 
care le componenti funzionali dei ribosomi come la 
zona della peptidil transferasi che catalizza la for- 
mazione del legame peptidico (paragrafo 30.3D). Molti 
di questi studi hanno coinvolto la marcatura per 
affinità, una tecnica in cui un gruppo reattivo viene 
attaccato ad un ligande naturale del sistema di inte- 
resse, come ad esempio un antibiotico che si lega al 
ribosoma (paragrafo 30.3G). Il gruppo reattivo, che 
può essere spontaneamente reattivo oppure fotolabi- 
le in modo da reagire solo in seguito ad illuminazio- 
ne con UV (marcatura per fotoaffinità), viene por- 
tato al sito di legame col ligande dove reagisce deter- 
minando il legame crociato del ligande con i gruppi 
circostanti. La dissociazione della particella risultan- 
te permette l’identificazione dei componenti con cui 
il marcatore di affinità, solitamente radioattivo, ha 
reagito. 

I risultati della marcatura per affinità sul ribosoma 
sono stati spesso difficili da interpretare, poiché le 
sue varie funzioni sembrano coinvolgere parecchie 
componenti ribosomiali. Il legame con mRNA, per 
esempio, coinvolge apparentemente tanto le protei- 
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Figura 30.32 La struttura della subunità ribosomiale 305. (a) Le posi- 
zioni relative di tutte le 21 proteine della subunità ribosomiale 30S 
sovrapposte sul profilo della sua superficie. Se chiamiamo parte (1) 
il punto di vista frontale, allora parte (i) e parte (ii) sono rispettiva- 
mente gli angoli di visuale da sinistra e dal basso. Alle proteine ven- 
gono dati i loro numeri standard nella parte (î), in cui $20 è diretta- 
mente dietro $3 (i diversi colori delle sfere sono solo un aiuto visivo). 
Le distanze tra coppie di queste proteine sono state determinate dalla 
dispersione dei neutroni di soluzioni concentrate di subunità 305 ri- 
costituite in cui le due proteine di interesse erano pesantemente deu- 
terate mentre tutti gli altri componenti della subunità erano normal. 
mente protonati (i deuteroni disperdono i neutroni in modo molto 
diverso dai protoni). Simili misurazioni su molte coppie diverse di 
proteine hanno permesso la costruzione di questa mappa in cui il 
volume di ciascuna sfera è proporzionale alla massa della proteina 
corrispondente e la sua posizione segna il centro di massa della pro- 
teina. Paragonate questa mappa con quella della Fig. 30.312. (Per 
gentile concessione di Peter Moore, Yale University e Malcom Capel, 
Brookhaven National Laboratory.) (b) La localizzazione degli elemen- 
ti a doppia elica dell'RNA 16S (cilindri) relativa alle proteine (sfere) 
della subunità 30S dedotta da studi di induzione di legami chimici 
crociati tra proteine e RNA. L'angolo di visuale è lo stesso della Fig. 
30.312 e 30.32(a, i. (Fonte: ScHULER, D. e BrinacOMBE, R., EMBO 
I, 7, p. 1512, 1988.) 


ne S1, S3, S4, S5, S9, $12 e S18 quanto l’rRNA 16S, 
mentre le proteine L2, L11, L15, L16, L18, L23 e L27 
e l’RNA 23S sono implicate nella funzione peptidil 
transferasica. Per confondere ulteriormente il pro- 
blema, studi effettuati con mutanti deficitari di varie 
proteine ribosomiali hanno rivelato che l’assenza di 
una qualunque di almeno 15 delle 52 proteine ribo- 
somiali di E. coli non influenza di molto la capacità 
traduzionale del ribosoma. Cionondimeno sono stati 


localizzati i seguenti siti funzionali (Figg. 30.23 e 
30.31): 


1. L’estremità 3/ dell’rRNA 16S, che notoriamente 


(b) 


partecipa al legame con l’'mRNA (paragrafo 30.30), 
è localizzata su di una «piattaforma» della subuni- 
tà piccola. La localizzazione delle proteine impli- 
cate nel legame tra ribosoma e mRNA, oltre al 
l'osservazione che il ribosoma protegge un seg- 
mento di mRNA di circa 40 nucleotidi dalla dige- 
stione con RNAsi, indica che l'mRNA si lega alla 
subunità piccola attraversando la regione che con- 
nette la sua «testa» alla sua «base». 

2. Il sito di legame con l’anticodone si trova nella 
regione del «solco» della subunità piccola. 

3. Le quattro subunità L7/L12 che formano il «gam- 
bo» della subunità grande partecipano alle varie 
reazioni GTPasiche del ribosoma. 

4. La funzione di peptidil transferasi (P) occupa la 
«valle» tra le altre due protuberanze della subuni- 
tà grande. 

5. Il sito che lega i ribosomi alle membrane (E; para- 
grafo 11.3F), si trova sulla subunità grande adia- 
cente al tunnel di uscita del polipeptide. 


La subunità grande sembra così essere principalmen- 
te coinvolta nel mediare compiti biochimici come la 
catalisi della reazione di allungamento del polipepti- 
de, mentre la subunità piccola è l’attore principale 
nei processi di riconoscimento ribosomiale come il le- 
game con mRNA e tRNA (anche se anche la subunità 
grande è implicata nel legame con il tRNA). Notate 
come l’rRNA abbia probabilmente un ruolo funzio- 
nale maggioritario in molti, se non in tutti, i processi 
ribosomiali (ricordate che P)RNA ha mostrato proprie- 
tà catalitiche; paragrafi 29.4A e 29.4C). 
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1052 Capitolo 30 


Figura 30.35 Fotografia al microscopio elettronico di polisomi di cel- 
lule delle ghiandole della seta del baco da seta Bombyx mori. L'estre- 
mità 3’ dell‘mRNA è a destra. Le frecce indicano i polipeptidi della 


L’allungamento della catena avviene 
mediante il legame del polipeptide in crescita 
con il residuo amminoacidico di un tRNA 


[1432] Durante la sintesi proteica i residui amminoa- 
cidici vengono aggiunti sequenzialmente all’estremità 
C-terminale della catena polipeptidica nascente, lega- 
ta ai ribosomi. Se il polipeptide in crescita viene libe- 
rato dal ribosoma mediante trattamento con alte con- 
centrazioni saline, il suo residuo C-terminale è inva- 
riabilmente esterificato ad una molecola di tRNA co- 
me un peptidiltRNA. 
tRNA 


Peptidil-tRNA 


1432] 1433 
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fibroina della seta. La barra rappresenta 0,1 um. (Per gentile conces- 
sione di Oscar L. Miller, ]r., University of Virginia.) 


Il polipeptide nascente deve quindi crescere mediante 
trasferimento dal peptidiltRNA a un amminoacil- 
tRNA per formare un peptidi-tRNA con un residuo 
in più (Fig. 30.36). Apparentemente, il ribosoma ha 
per lo meno due siti leganti il tRNA: il cosiddetto 
sito P, che lega il peptidi-tRNA, e il sito A, che 
lega l’amminoacil-tRNA (Fig. 30.36). Di conseguen- 
za, dopo la formazione di un legame peptidico il 
tRNA appena deacilato nel sito P deve essere liberato 
e sostituito dal peptidil-tRNA di nuova sintesi prove- 
niente dal sito A, permettendo così un nuovo ciclo 
di formazione del legame peptidico. La recente sco- 
perta che ciascun ribosoma può legare fino a tre tRNA 
deacilati ma solo due amminoacil-tRNA indica, però, 
che il ribosoma ha un terzo sito legante il tRNA: il 
sito E o di uscita, che lega transitoriamente il tRNA 
in uscita. 

I dettagli del processo di allungamento della cate- 

na sono discussi nel paragrafo 30.3D. L'inizio e la 
terminazione della catena, che sono processi partico- 
lari, vengono esaminati nei paragrafi 30.3C e 30.3E, 
rispettivamente. 
In tutti questi paragrafi prenderemo prima in consi- 
derazione il processo che ci interessa in E. coli e quin- 
di lo confronteremo con l’analoga attività negli euca- 
rioti. 


C. L'inizio della catena 


fMet è il residuo N-terminale 
dei polipeptidi dei procarioti 


[433] La prima indicazione che l’inizio della tradu- 
zione richiedesse un codone speciale, da allora iden- 
tificato con AUG (e, nei procarioti, occasionalmente 
GUG) è stata l'osservazione che quasi la metà delle 
proteine di E. coli inizia con l’altrimenti non comune 


La traduzione 
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Sito P Ì i ; 
Figura 30.36 La reazione ribosomiale di pep- sati dee SOA 
tidil transferasi che forma un legame peptidi- : 
co. Il gruppo amminico dell’amminoacitRNA Î 
nel sito A sposta in modo nucleofilico il tRNA ; 
del peptidil-tRNA nel sito P trasferendo quin- DR 
di il polipeptide nascente sul tRNA del sito A. 
Rage 0A 
: o=€ 
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3 n 
O=C o=C 
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Peptidil-tRNA Amminoacil-tRNA 


amminoacido Met. Questo è stato seguito dalla sco- 
perta di una particolare forma di tRN AM in cui il 
residuo Met è N-formilato. 


O CH, 0 
Il cul 
uC—NH—CH_-C—0— tRNAM 


Formilmetionina-tRNAMe! 
(fMet-tRNAM®!) 


Il residuo di N-formilmetionina (fMet), che ha già 
un legame amidico, può quindi solo essere il residuo 
N-terminale di un polipeptide. I polipeptidi, infatti, 
sintetizzati con un sistema in vitro di sintesi proteica 
ricavato da E. coli hanno sempre un residuo di fMet 
in testa. fMet deve quindi essere il residuo di inizio 
dell’E. coli. 

I tRNA che riconosce il codone di inizio, tRNA ff! 
(Fig. 30.37), differisce dal tRNA che porta i residui in- 
terni di Met, tRNA mM, anche se entrambi riconosco- 
no lo stesso codone. In E. coli, il tRN A; non carico 
(deacilato) viene prima coniugato con l’amminoacido 
Met dalla stessa amminoacil-tRNA sintetasi che carica 
tRNA mMet. Il risultante tRN A"! viene specificamente 
N-formilato per dare origine a fMet-tRNA"° con una 
reazione enzimatica che utilizza N!°-formiltetraidro- 
folato (paragrafo 24.4D) come donatore di formile. 
L'enzima di formilazione non riconosce MettRNA,M®'. 


tRNA scarico Peptidil-tRNA 


La struttura ai raggi X del tRNA f°! di E. coli e la strut- 
tura del tRN APhe di lievito (Fig. 30.14) sono molto simili 
ma differiscono dal punto di vista conformazionale per 


Aon 


Cc 
tRNAM©! di E. coli 


Figura 30.37 La sequenza nucleotidica del tRNA{!®! di £. coli mostrata 
secondo la struttura a trifoglio. Le aree ombreggiate indicano le differen- 
ze significative tra questo tRNA iniziatore e untRNA non iniziatore qua- 
le il tRNAÒ" di lievito (Fig. 30.11). (Fonte: Woo, N.M., ROE, B.A. e RICH, 
A., Nature, 286, p. 346, 1980.) 
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Capitolo 30 


1. Dopo aver completato un ciclo di sintesi proteica 
le subunità 30S e 50S rimangono associate come 
ribosomi 70S inattivi. IF-3 si lega alla subunità 305 
in modo da promuovere la dissociazione -di que- 
sto complesso. IF-1 aumenta il ritmo di questa dis- 
sociazione, forse fornendo assistenza al legame di 
IF-3. 

2. GTP, mRNA e un complesso di IF-2 con fMet- 
{RNA successivamente si legano alla subuni- 
tà 30S in un ordine non ancora noto. Il riconosci- 
mento di fMettRNAf"® non deve quindi essere 
mediato da una interazione codone-anticodone; è 
la sola associazione tRNA-ribosoma che non ri- 
chiede questo tipo di associazione. Questa intera- 
zione, cionondimeno, aiuta il legame di fMet- 
tRNAgf® al ribosoma. Anche IF-3 funziona a 
questo stadio del processo di inizio: essa assiste 
la subunità 308 nel suo legame alla sequenza di 
Shine-Dalgarno dell’mRNA. 

3. Infine, con un processo che è preceduto dal rila- 
scio di IF-3, la subunità 50S si unisce al complesso 
di inizio 30S in modo da idrolizzare il suo GTP 
legato a GDP+P;. 

Questa reazione irreversibile determina un riar- 
rangiamento conformazionale della subunità 305 
e il rilascio di IF-1 e IF-2, così disponibili per par- 
tecipare ad ulteriori reazioni di inizio. 


La reazione di inizio genera un complesso 
fmet-tRNAfM€' + MRNA - ribosoma in cui il fidet- 
tRNAf®! occupa il sito P del ribosoma mentre il suo 
sito A è pronto ad accettare un nuovo amminoacil- 
tRNA (un’organizzazione analoga a quella descritta 
per la fine di un ciclo di allungamento: paragrafo 
30.3D). Questa organizzazione è stata delucidata me- 
diante l’uso dell’antibiotico puromicina, come è di- 
scusso nel paragrafo 30.3D. Notate come tRN Aff! 
sia il solo tRNA che entra direttamente nel sito P. 
Tutti gli altri tRNA devono passare per il sito A du- 
rante l’allungamento della catena (paragrafo 30.3D). 


Il processo di inizio degli eucarioti 
assomiglia a quello dei procarioti 


[1436] Il processo di inizio degli eucarioti assomiglia 
al processo generale dei procarioti ma ne differisce 
nei dettagli. I ribosomi hanno uno «200» di fattori 
di inizio (designati eIF-n; dove «e» sta per eucariotico) 
molto più esteso di quello dei procarioti. In alcuni 
sistemi eucariotici ce ne sono più di 10, molti con 
subunità multiple, anche se è molto più difficile di- 
stinguerli dalle proteine ribosomiali di quanto sia per 
i fattori di trascrizione dei procarioti. 


[1436] [1437] [1438] 


© 88-08-10538-5 


La differenza più notevole tra il processo di inizio 
ribosomiale dei procarioti e degli eucarioti si trova 
nel secondo stadio del processo, quello del legame 
di mRNA e di un complesso formato da elF-2, GTP 
e Met-tRNA;Me alla subunità 40S del ribosoma (in 
questo caso con «i» al pedice si vuole distinguere il 
{RNA iniziatore degli eucarioti, il cui residuo Met non 
è mai N-formilato, da quello dei procarioti; ciò non 
di meno entrambe le specie sono prontamente inter- 
cambiabili in vitro). Gli mRNA degli eucarioti sono 
privi delle sequenze complementari all’rRNA 185 se- 
condo il modello di Shine-Dalgarno. Piuttosto, la tra- 
duzione degli MRNA degli eucarioti, che sono invaria- 
bilmente monocistronici, inizia quasi sempre in corri- 
spondenza del loro primo AUG. Questo, insieme alle 
osservazioni che (1) i ribosomi dei procarioti ma non 
degli eucarioti possono iniziare la traduzione su RNA 
circolari, e che (2) una subunità di elF-4F è una pro- 
teina che lega il cap, suggerisce che la subunità 
40S si leghi al cap al 5’ dell'mRNA eucariotico (para- 
grafo 29.4A) o vicino ad esso e che migri a valle fino 
ad incontrare il primo AUG. 

Questa ipotesi spiega il ritmo di inizio enormemente 
ridotto di mRNA che non possiedano un cap appro- 
priato. 


D. L'allungamento della catena 


[437] I ribosomi allungano le catene polipeptidiche con 
un ciclo di reazioni a tre stadi che aggiunge residui 
amminoacidici all’estremità C-terminale di un poli- 
peptide in crescita (Fig. 30.41). Questo processo, che 
avviene ad un ritmo che può arrivare a 40 residui/s, 
richiede la partecipazione di parecchie proteine non 
ribosomiali note come fattori di allungamento (Ta- 
bella 30.8). 


Il legame dell’amminoacil-tRNA 


338] Nello stadio di «legame» del ciclo di allungamen- 
to in E. coli, un complesso binario di GTP con il fatto- 
re di allungamento EF-Tu si combina con un 
amminoaciltRNA. Il complesso ternario che ne ri- 
sulta si lega al ribosoma e, con una reazione che idro- 
lizza il GTP a GDP+P;, l’amminoaciltRNA viene le- 
gato in un complesso codone-anticodone al sito A del 
ribosoma e EF-Tu - GDP +P; viene liberato. Nella re- 
stante parte di questo stadio, che serve a rigenerare 
il complesso EF-Tu- GTP, GDP viene spostato da 
EF-Tu - GDP dal fattore di allungamento EF-Ts che, 
a sua volta, viene spostato da GTP. 

Gli amminoacil-tRNA si possono legare al sito A 


1439] 
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Peptidil-tRNA Amminoacil-tRNA EF - Tu * GDP Amminoacil- 


Traslocazione 


Figura 30.41 Il ciclo di allungamento nei ribosomi di £. coli. Negli 
eucarioti l'allungamento segue un ciclo simile ma EF-Tu ed EF-Ts so- 


no sostituite da una singola proteina a subunità multiple, eEF-1 
EF-G è sostituita da eEF-2. di di 


dei ribosomi senza la mediazione di EF-Tu, ma ad 
un ritmo troppo lento per sostenere la crescita cellu- 
lare. 

L'importanza di EF-Tu è indicata dal fatto che è 
la proteina più abbondante in E. coli; essa è presente 
con circa 100 000 copie per cellula (>5% delle protei- 
ne cellulari), che è approssimativamente il numero 
di molecole di tRNA nella cellula. Di conseguenza, 
l’intera dotazione di amminoaciltRNA di una cellula 
è essenzialmente sequestrato da EF-Tu. EF-Tu non le- 
ga né la forma formilata né la forma non formilata 
di Met-tRNA;M®, il che spiega come mai il tRNA ini- 
ziatore non legge mai codoni AUG o GUG interni. 
Quali sono le basi strutturali di questa discriminazio- 
ne? Il tRNA;"® di E. coli differisce dagli altri tRNA - 


e EF-Tue GTP 


Legame 


Transpeptidazione 


di E. coli per l'assenza di una coppia di basi all’estre- 
mità del suo stelo amminoacidico (Fig. 30.37). La con- 
versione in U del suo residuo C all’estremità 5’ me- 
diante il trattamento con bisolfito, che ristabilisce la 
coppia di basi mancante U- A, permette il legame 
di EF-Tu. Evidentemente, EF-Tu riconosce lo stelo am- 
minoacidico dei tRNA non iniziatori. I tRNA inizia- 
tori, però, derivati da svariate altre fonti presentano 
uno stelo amminoacidico interamente appaiato. 


La transpeptidazione 


[1439] Il legame peptidico si forma nel secondo stadio 
del ciclo di allungamento mediante lo spostamento 
nucleofilico del tRNA nel sito P da parte del gruppo 
amminico di un amminoaciltRNA legato al 3' nel 
sito A (Fig. 30.36). La catena polipeptidica nascente 
viene quindi allungata alla sua estremità C-terminale 
di un residuo e trasferita al tRNA del sito A, con 
un processo chiamato transpeptidazione. La rea- 
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Figura 30.43 La sequenza di terminazione nei ribosomi di £. coli. 
RF.1 riconosce i codoni di termine UAA e UAG, mentre RF-2 ricono- 
sce UAA e UGA. Negli eucarioti la terminazione segue una via ana- 
loga ma richiede la presenza di un solo fattore di rilascio, eRF, che 
riconosce tutti e tre i codoni di terminazione. 
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i codoni di terminazione, gli unici codoni che nor- 
malmente non hanno tRNA corrispondenti, sono ri- 
conosciuti da fattori di rilascio proteici (Tabella 
30.8): RF-1 riconosce UAA e UAG, mentre RF-2 ri- 
conosce UAA e UGA. Nessuno di questi fattori di 
rilascio può legarsi al ribosoma contemporaneamen- 
te ad EF-G. Un terzo fattore di rilascio, RF-3, che 
lega GTP, stimola il legame ribosomico di RF-1 e RF-2. 
I fattori di rilascio agiscono sul sito A del ribosoma 
come è indicato dall’osservazione che essi competo- 
no con i tRNA soppressori per i codoni di termina- 
zione. 

Il legame di un fattore di rilascio all’appropriato 
codone di terminazione induce il trasferimento da par- 
te della peptidil transferasi ribosomiale del gruppo 
peptidilico all’acqua anziché a un amminoacil-tRNA 
(Fig. 30.44). Il tRNA conseguentemente scaricato sì 
dissocia successivamente dal ribosoma e i fattori di 
rilascio vengono espulsi con la concomitante idrolisi 
di GTP a GDP+P,. Il risultante ribosoma inattivo ri- 
lascia quindi l’'mRNA legato, preparandosi per un 
nuovo ciclo di sintesi polipeptidica. Negli eucarioti 
la terminazione assomiglia a quella dei procarioti ma 
richiede solo un singolo fattore di rilascio, eRF, che 
si lega al ribosoma assieme a GTP. Questo GTP viene 
idrolizzato a GDP +P; in una reazione che si ritiene 
stimoli la dissociazione di eRF dal ribosoma. 


PA 


L’idrolisi di GTP accelera i processi ribosomiali 


[1446] Qual è il ruolo delle varie reazioni di idrolisi 
del GTP che sono essenziali per la normale funzione 
ribosomica? La traduzione avviene in assenza di GTP, 
anche se molto lentamente, così che l’energia libera 
della reazione di transpeptidazione è sufficiente a s0- 
stenere l’intero processo di traduzione. Inoltre, nes- 
suna delle reazioni di idrolisi di GTP determina un 
intermedio covalente «ad alta energia» come fa, di- 
ciamo, l’idrolisi di ATP in numerose reazioni biosin- 
tetiche. Si ritiene quindi che il legame con GTP de- 
termini allostericamente delle modificazioni confor- 
mazionali nei componenti del ribosoma tali da facili 
tare un processo particolare come una traslocazione. 
Questo cambiamento conformazionale catalizza an- 
che l’idrolisi del GTP che, a sua volta, permette al 
ribosoma di ritornare alla sua conformazione inizia- 
le con il concomitante rilascio di prodotti compren- 
denti GDP + P;. Il ritmo elevato e la irreversibilità del- 
la reazione di idrolisi del GTP assicura quindi che 
i vari e complessi processi ribosomiali a cui è accop- 
piata, l’inizio, l’allungamento e la terminazione, sia- 
no di per sé veloci ed irreversibili. L’idrolisi del GTP 
facilita anche l'accuratezza della traduzione. 


[1447] |\1448 
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lo) Adenina O 


Peptidil-tRNA 


F. L'accuratezza della traduzione 


‘1447]Il codice genetico è normalmente tradotto con 
notevole fedeltà. Abbiamo già visto che la trascrizio- 
ne e la coniugazione dell’amminoacido al tRNA pro- 
cedono entrambe con grande accuratezza (paragrafi 
29.2D e 30.2C). 

L’accuratezza della decodificazione ribosomiale del- 
l'’mRNA è stata stimata dalla velocità di alterata in- 
corporazione di 555-Cys nella flagellina altamente 
purificata, una proteina di E. coli (paragrafo 34.3G) 
che, normalmente, è priva di Cys. Queste misurazio- 
ni indicano che la frequenza di errata traduzione è 
di —107* errori /per codone. Questa frequenza è 
enormemente aumentata in presenza di streptomi- 
cina, un antibiotico che aumenta la frequenza di er- 
rata lettura sui ribosomi (paragrafo 30.3G). Dal tipo 
di errori di lettura che si sa vengono indotti dalla 
streptomicina si è concluso che l’errata traduzione 
era derivata quasi interamente dalla confusione dei 
codoni di Arg CGU e CGC con i codoni di Cys UGU 
e UGC. La suddetta frequenza di errore è quindi am- 
piamente determinata da errori nella decodificazio- 
ne ribosomiale. 

Gli amminoacil-tRNA sono selezionati dal riboso- 
ma solo a seconda del loro anticodone. Si stima, però, 
che la perdita di energia di legame che deriva dal 
disaccoppiamento di una singola base in una intera- 
zione codone-anticodone sia — 12 kJ- mol”! che, se- 
condo l’equazione [30.1], non può rendere conto di 
una accuratezza di decodificazione del ribosoma di 


Adenina 


Polipeptide 


Figura 30.44 L’idrolisi catalizzata dai ribosomi del peptidil-tRNA che 
genera un polipeptide e tRNA libero. 


meno di — 107? errori per codone. Evidentemente, 
il ribosoma possiede qualche meccanismo di corre- 
zione che aumenta la sua accuratezza di decodifica- 
zione complessiva. 

Come può un ribosoma correggere un’interazione 
codone-anticodone? Sono stati immaginati due tipi di 
meccanismi: (1) un meccanismo di legame selettivo 
come quello delle amminoacil-tRNA sintetasi (para- 
grafo 30.2C); e (2) un meccanismo cinetico. Con un 
meccanismo ribosomiale di selettività di legame ci 
sono scarse evidenze a favore dell’esistenza di un se- 
condo sito di legame dell’amminoaciLtRNA che fun- 
zioni escludendo le interazioni codone-anticodone im- 
proprie. Si stanno accumulando prove in accordo con 
un meccanismo di correzione cinetica. 


La correzione cinetica richiede 
una via di reazioni ramificata 


[448] I modelli di correzione cinetica della selezione 
del tRNA richiedono solo un sito di legame. John Hop- 
field ha teorizzato che un tale processo possa avveni- 
re tramite un meccanismo di reazioni ramificate di 
allungamento della catena polipeptidica come quello 
schematizzato nella Fig. 30.45: 


1. La reazione di legame iniziale discrimina, come 
discusso, tra tRNA corrispondenti (specificati) e 
non corrispondenti (non specificati) a seconda delle 
loro energie di legame codone-anticodone. 
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Tabella 30.9 Alcuni inibitori dei ribosomi 


Inibitore Azione 


——rr————m—m—m—m€mmm—————_mP—T——_++—€—6—+__{+€ 


srrtTtreEt‘ftt‘rEr rr _on_n 


Cloramfenicolo Inibisce la peptidil transferasi sulla 
subunità grande dei procarioti 
Cicloesimmide Inibisce la peptidi! transferasi sulla 
subunità grande degli eucarioti 
Eritromicina Inibisce la traslocazione da parte della 
subunità grande dei procarioti 
Acido fusidico Inibisce l'allungamento nei procarioti 
bloccando la dissociazione di 
EF-G - GOP dalla subunità grande 
Un analogo dell'amminoacil-tRNA che 


induce la terminazione precoce della 


Puromicina 


catena in procarioti ed eucarioti 

Streptomicina Provoca una errata lettura dell'mRNA 
ed inibisce l’inizio della catena nei 
procarioti 

Tetraciclina Inibisce il legame degli amminoacil- 
tRNA alla subunità piccola dei 
procarioti 

Tossina difterica Inattiva cataliticamente eEF-2 mediante 
ADP-ribosilazione 

Ricina/Abrina Proteine vegetali velenose che inattivano 
cataliticamente la subunità grande degli 


eucarioti 


ragonata con quella dei batteri streptomicina sensi- 
bili (strS). È interessante notare che anche un cam- 
biamento nella base C912 dell’rRNA 16S (che si trova 
nell’ansa centrale nella Fig. 30.25) conferisce la resi 
stenza alla streptomicina. (Alcuni batteri mutanti non 
sono solo resistenti alla streptomicina ma dipendenti 
da essa; essi ne hanno bisogno per la crescita.) Nei 
batteri parzialmente diploidi che sono eterozigoti per 
la resistenza alla streptomicina (str*/str®), la sensibi- 
lità alla streptomicina è dominante. Questa enigmati- 
ca osservazione è spiegata dalla scoperta che, in pre- 
senza di streptomicina, i ribosomi str5 rimangono 
legati ai siti di inizio escludendo quindi i ribosomi 
str® da questi siti. Inoltre, in questi complessi bloc- 
cati, gli mRNA sono degradati dopo pochi minuti, 
il che permette ai ribosomi str® di legarsi anche agli 
mRNA di nuova sintesi. 


Il cloramfenicolo 


451] Il cloramfenicolo, il primo degli antibiotici a 
«largo spettro», inibisce l’attività peptidil transferasi 
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ca sulla subunità grande dei ribosomi dei procarioti. 
I suoi usi clinici sono tuttavia limitati solo a gravi 
infezioni a causa dei suoi effetti collaterali tossici che 
sono determinati, almeno in parte, dalla sensibilità 
al cloramfenicolo dei ribosomi mitocondriali. Esperi- 
menti di legame con subunità 50S ricostituite che so- 
no prive di un componente o di un altro suggerisco- 
no che la proteina L16 sia necessaria per il legame 
con il cloramfenicolo. Questa tesi è corroborata da 
esperimenti di marcatura per affinità che indicano 
che L16, così come parecchie altre proteine della su- 
bunità grande e l’RNA 235, siano vicine al cloramfe- 
nicolo legato. Che l’RNA 23S sia anche implicato nel- 
la resistenza al cloramfenicolo risulta dall’osservazio- 
ne che alcuni dei suoi mutanti sono resistenti al clo- 
ramfenicolo. Il sito di legame del cloramfenicolo de- 
ve essere vicino al sito A della subunità grande dato 
che il cloramfenicolo compete per questo legame con 
la puromicina e con l’estremità 3° dell’amminoacil- 
tRNA ma non con i peptidiltRNA. Questa osserva- 
zione suggerisce che il cloramfenicolo inibisce il tra- 
sferimento del peptidile interferendo con le intera- 
zioni dei ribosomi con gli amminoaci-tRNA legati 
nel sito A. 


La tetraciclina 


[1152] La tetraciclina e i suoi derivati sono antibio- 
tici a largo spettro che si legano alla subunità picco- 
la dei ribosomi dei procarioti dove inibiscono il le- 
game dell’amminoaciLtRNA. La tetraciclina blocca 
anche la risposta stringente (paragrafo 29.3F) ini- 
bendo la sintesi di ppGpp. Questo indica che il tRNA 
deacilato deve legarsi al sito A_ per attivare il fatto- 
re stringente. 

I ceppi batterici resistenti alla tetraciclina sono di- 
ventati molto comuni creando un serio problema cli- 
nico. La maggior parte delle volte, tuttavia, la resi- 
stenza è conferita da una diminuzione della permea- 
bilità della membrana cellulare batterica alla tetraci- 
clina piuttosto che da una qualunque alterazione dei 
componenti ribosomiali. 


La tossina difterica 


[1453] La difterite è una malattia che origina dall’in- 
fezione del batterio Corynebacterium diphtheriae che 
alberga il batteriofago corinefago f. La difterite è 
stata una delle principali cause di mortalità infantile 
fino all’inizio di questo secolo quando si è diffusa 
la vaccinazione. Anche se l’infezione batterica è di 
solito confinata alla parte superiore dell’apparato re- 


1454 


La traduzione 1065 
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spiratorio, il batterio secerne una proteina codificata 
dal fago, nota come tossina difterica, che è respon- 
sabile degli effetti letali della malattia. La tossina dif 
terica inattiva specificamente il fattore eucariotico di 
allungamento eEF-2 inibendo quindi la sintesi delle 
proteine negli eucarioti. 

Gli effetti patogeni della difterite sono prevenuti, 
come si è scoperto negli anni 1880-1890, mediante 
l’immunizzazione con il tossoide, la tossina inatti- 
vata con la formaldeide. Individui che hanno con- 
tratto la difterite vengono trattati sia con antitossina 
derivata da siero di cavallo, che si lega alla tossina 
difterica inattivandola, che con antibiotici che com- 
battano l’infezione batterica. 

La tossina difterica agisce in un modo particolar- 
mente interessante. È una proteina monomerica di 
58 KD che viene facilmente digerita dalla tripsina e 
da enzimi simili alla tripsina in due frammenti, A 
e B. Il dominio B della tossina intatta si lega ad un 
recettore sconosciuto sulla membrana citoplasmatica 
di cellule suscettibili. La tossina è quindi tagliata pro- 
teoliticamente e il frammento B facilita l’incorpora- 
zione nel citoplasma del frammento A tramite endo- 
citosi mediata dal recettore (il frammento A libero 
non ha attività tossica). 

Nel citoplasma il frammento A catalizza la ADP- 
ribosilazione di eEF-2 da parte di NAD*, 

eEF-2+XAD' È 


fi 


(attivo) si 


[rossina difterica 


ADP ribesil-@EF-24 xi 
(inattivo) 


imde + HT 


inattivando quindi questo fattore di allungamento. 
Poiché il frammento A agisce cataliticamente, una 
molecola è sufficiente ad ADP-ribosilare tutti gli eEF-2 


Î 
SS ai 
CHa Residuo di His 
Ax A 
N(CHy4} 


CH3— CHy— CH 
1 
NH, 


ADP_-O— CHu 
PI 


H 
OH OH 


Gruppo ADP-ribosilico 


Diftamide ADP-ribosilata 


di una cellula, il che blocca la sintesi proteica ed ucci- 
de la cellula. Pochi microgrammi di tossina difterica 
sono quindi sufficienti ad uccidere un individuo non 
immunizzato. 

La tossina difterica ADP-ribosila specificamente un 
residuo His modificato di eEF-2 noto come diftami- 
de (vedi la formula, a sinistra in basso). La diftamide 
è presente solo in eEF-2 (non è neppure presente nel- 
la sua controparte batterica EF-G), il che rende conto 
della specificità della tossina difterica nel modificare 
esclusivamente eEF-2. L'osservazione che la diftami- 
de è presente in tutti i fattori eEF-2 degli eucarioti 
suggerisce che questo residuo sia essenziale per l’at- 
tività di eEF-2. Alcune cellule animali coltivate e mu- 
tanti, che però non mostrano alterazioni nella loro 
capacità di sintetizzare proteine, sono prive dell’en- 
zima che modifica postraduzionalmente His a difta- 


mide. Il normale ruolo biologico della diftamide è 
* quindi un mistero. 


4. IL CONTROLLO DELLA TRADUZIONE 
NEGLI EUCARIOTI 


[1454] La velocità di inizio della traduzione sul ribo- 
soma di un mRNA procariotico varia fino ad un fat- 
tore 100. Le proteine codificate dall’operone lac di 
E. coli, per esempio, 8-galattosidasi, galattoso permeasi 
e tiogalattoside transacetilasi, vengono sintetizzate in 
rapporti molari di 10:5:2. Questa variazione è proba- 
bilmente una conseguenza delle loro diverse sequen- 
ze di Shine-Dalgarno. Alternativamente, i ribosomi 
possono attaccarsi all’mRNA lac solo in corrisponden- 
za del suo gene della B8-galattosidasi e staccarsi occa- 
sionalmente in risposta al segnale di terminazione 
della catena (rendendo così conto del decrescente rit- 
mo di traduzione lungo l’operone). Ad ogni buon 
conto, non c'è evidenza che il ritmo di traduzione 
nei procarioti risponda a cambiamenti dell’ambien- 
te. Nei procarioti l’espressione genetica è quindi quasi 
interamente controllata trascrizionalmente (paragra- 
fo 29.3). Naturalmente, dato che i loro mRNA hanno 
una emivita di soli pochi minuti, potrebbe sembrare 
che i procarioti non abbiano bisogno di meccanismi 
di controllo della traduzione. 

Il controllo della trascrizione negli eucarioti, anche 
se molto più complesso che nei procarioti, è riserva- 
to alla regolazione del differenziamento cellulare (pa- 
ragrafo 33.3). 

Ci sono, tuttavia, sempre maggiori indicazioni che 
le cellule eucariotiche rispondano ai propri bisogni, 
almeno in parte, mediante il controllo della tradu- 
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re la sintesi di DNA si sviluppano normalmente at- 
traverso i primi stadi senza modificazioni del loro 
programma di sintesi proteica. Questo è dovuto al 


na attiva dalla proinsulina di 84 residui mediante 
escissione di un polipeptide interno di 33 residui (pa- 
ragrafo 8.1A). Le proteine inattive che vengono atti- 
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Sito di taglio della 
amminoprocollageno 
peptidasi 


Sito di taglio della 
carbossiprocollageno 
peptidasi 


fatto che un uovo non fecondato contiene grandi quan- 
tità di mRNA che è «mascherato» da proteine ad esso 
associate in modo da prevenire la sua associazione 
con i ribosomi che pure sono presenti. Dopo la fecon- 
dazione questo mRNA è in qualche modo «smasche- 
rato» in modo controllato ed inizia a dirigere la sinte- 
si proteica. Lo sviluppo dell’embrione può quindi ini 


vate mediante rimozione di polipeptidi sono chiama- 
te proproteine, mentre i polipeptidi escissi sono chia- 
mati propeptidi. 


Alcuni propeptidi dirigono l’assemblaggio 
del collageno 


=——Propeptide ——-+ _ _—_—_—_———_—_——_—_—_—_______ _Molecola di collageno —___+ + - r+— Propeptide 


N-terminale (3000 A) C-terminale 
(150 À) e =0H i (100 A) 


ziare immediatamente in seguito a fecondazione in- 
vece di aspettare la generazione degli mRNA specifi [1460] La biosintesi del collageno è paradigmatica dei 
cati da cromosomi paterni. molti aspetti delle modificazioni postraduzionali. Ri- 
Il citoplasma di molte cellule eucariotiche contiene cordate che il collageno, una delle componenti mag- 
grandi quantità di mRNA sotto forma di complesso gioritarie del tessuto connettivo, è una proteina fi- 
con proteine che non è associato con i ribosomi. brosa a tripla elica i cui polipeptidi sono prevalente- 
Rimane da vedere, però, se il mascheramento del- mente costituiti dalla sequenza amminoacidica ripe- 
IMRNA viene usato per il controllo della traduzione tuta (Gly-X-Y), dove X è spesso Pro, Y è spesso 
in tessuti non embrionali. 4-idrossiprolina (Hyp), e n= 340 (paragrafo 7.2C). I 
polipeptidi di procollageno (Fig. 30.50) differiscono 

da quelli della proteina matura per la presenza di 
un propeptide N-terminale e di uno C-terminale di 
— 100 residui le cui sequenze, per la maggior parte, 
sono diverse da quelle del collageno maturo. I poli- 
peptidi di procollageno si assemblano rapidamente, 


5. LE MODIFICAZIONI 
POSTRADUZIONALI 


[1458] Per diventare proteine mature, i polipeptidi de- 
vono assumere la loro conformazione nativa, i loro 
ponti disolfuro, se ci sono, si devono formare e, in 
caso di proteine a subunità multiple, le subunità si 
devono combinare in modo proprio. Come abbiamo 
inoltre visto in questo libro, molte proteine vengono 
modificate da reazioni enzimatiche che tagliano pro- 
teoliticamente certi legami peptidici e/o residui spe- 
cifici derivatizzati. In questo paragrafo passeremo in 
rassegna alcune di queste modificazioni postradu- 
zionali. 


A. La digestione proteolitica 

[1459] La digestione proteolitica è il tipo più comune 
di modificazione postraduzionale. Probabilmente tut- 
te le proteine mature vengono modificate in questo 
modo, se non altro per la rimozione endoproteolitica 
del loro residuo leader di Met (fMet) subito dopo la 
sua uscita dal ribosoma. Molte proteine che sono coin- 
volte in una grande varietà di processi biologici ven- 
gono sintetizzate come precursori inattivi che sono 
attivati in condizioni appropriate tramite proteolisi 
controllata. Alcuni esempi di questo fenomeno che 
abbiamo incontrato sono la conversione del tripsino- 
geno e del chimotripsinogeno alle loro forme attive 
mediante digestione triptica di un legame peptidico 
specifico (paragrafo 14.3E), e la formazione di insuli- 
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Figura 30.50 Fotografia al microscopio elettronico di aggregati di pro 
collageno che sono stati secreti nel terreno extracellulare. (Per gentile 
concessione di Jerome Gross, Harvard Medical School.) 
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Figura 30.51 Una rappresentazione schematica della molecola di pro- 
collageno. Gal, Gic, GicNac e Man indicano rispettivamente residui 
di galattosio, glucosio, N-acetilglucosammina e mannosio. Notate che 
l'amminopeptide presenta legami disolfuro intracatena mentre il car- 


in vitro così come in vivo, formando una tripla elica 
di collageno. Per contro, i polipeptidi estratti dal col- 
lageno maturo si riassembleranno solo, se mai lo fa- 
ranno, nel giro di giorni. I propeptidi di collageno 
sono apparentemente necessari per l’appropriato ri- 
piegamento del procollageno. I propeptidi N- e C- 
terminali di procollageno sono rimossi dalle ammino- 
e carbossil-procollageno peptidasi (Fig. 30.51), che 
possono anche essere specifiche per i diversi tipi di 
collageno. Un deficit ereditario di ammino-procolla- 
geno peptidasi in bovini e pecore determina una con- 
dizione bizzarra, la dermatosparassia, che è carat- 
terizzata da pelle estremamente fragile. Una malat- 
tia analoga nell’uomo, la sindrome VII di Ehler- 
Danlos, è determinata da una mutazione in uno dei 
polipeptidi del procollageno che inibisce la rimozio- 
ne enzimatica del suo amminopropeptide. Le mole- 
cole di collageno normalmente si aggregano sponta- 
neamente formando fibrille di collageno (Figg. 7.33 
e 7.34). Fotografie al microscopio elettronico, tutta- 
via, di pelle affetta da dermatosparassia mostrano fi- 
brille di collageno sparse e disorganizzate. La riten- 
zione degli amminopropeptidi di collageno apparen- 
temente interferisce con la corretta formazione di fi- 
brille. (Il gene della dermatosparassia è stato selezio- 
nato in alcune mandrie perché gli eterozigoti produ- 
cono carni più tenere.) 


elica 


Dominio non 
a tripla elica 


bossilpropeptide presenta legami disolfuro sia intracatena che inter- 
catena. (Fonte: PROCKOP, D.)., KivirIKKO, K.l., TUDERMAN, L. e Guz- 
MAN, N.A., New Engl. /. Med., 301, p. 16, 1979.) 


I peptidi segnale vengono rimossi 
dalle proteine nascenti? 
da una peptidasi del segnale 


[1461] Molte proteine transmembrana o proteine che 
sono destinate ad'essere secrete sono sintetizzate do- 
tate di un peptide segnale N-terminale di 13-36 re- 
sidui prevalentemente idrofobici. Secondo l’ipotesi 
del segnale (paragrafo 11.3F) un peptide segnale è 
riconosciuto da una particella di riconoscimento 
del segnale (SRP). SRP lega ad un recettore sulla 
membrana un ribosoma che sintetizza un peptide 
segnale (il reticolo endoplasmatico rugoso, RER, ne- 
gli eucarioti e la membrana plasmatica nei batteri) 
e trasporta attraverso la membrana il peptide segna- 
le e la proteina nascente che lo segue. 

Le proteine dotate di un peptide segnale sono note 
come preproteine o, se contengono anche dei pro- 
peptidi, preproproteine. Una volta che il peptide 
segnale è passato attraverso la membrana, viene spe- 
cificamente tagliato via dal polipeptide nascente da 
una peptidasi del segnale. Sia l’insulina che il-col- 
lageno sono proteine secrete e vengono quindi sinte- 
tizzate e fornite di un peptide segnale sotto forma 
di preproinsulina e preprocollageno. Queste e 
molte altre proteine sono quindi soggette a tre serie 
di tagli proteolitici sequenziali: (1) la delezione del 
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1072 Capitolo 30 


Tabella 30.10 L’emivita di alcuni enzimi del fegato di ratto 


Enzima Emivita (h) 


e EEeeém_“céWo 


ect a tao [Ot TE S‘_-K< rw lemMtWtT 


Enzimi a vita breve 


Ornitina decarbossilasi 0,2 
RNA polimerasi | 1,3 
Tirosina amminotransferasi 2,0 
Serina idratasi 4,0 
PEP carbossilasi 5,0 
Enzimi a vita lunga 
Aldolasi 118 
GAPDH 130 
Citocromo b 130 
LDH 130 
Citocromo c 150 


—  lr__t—_—_——_m———_ e 


Fonte: Dice, |. F. e GoLosera, A. L., Arch. Biochem. Biophys., 170, p. 214, 
1975. 


to variano sostanzialmente come è indicato per il fe- 
gato di ratto nella Tabella 30.10. È da notare che gli 
enzimi degradati più rapidamente occupano tutti im- 
portanti punti di controllo metabolico, mentre gli en- 
zimi relativamente stabili hanno una attività catali- 
tica quasi costante in tutte le condizioni fisiologiche. 
La suscettibilità degli enzimi alla degradazione è evi- 
dentemente evoluta insieme alle loro proprietà allo- 
steriche e catalitiche di modo che la cellula possa ri- 
spondere efficientemente a cambiamenti ambientali 
e ai diversi requisiti metabolici. I criteri in base ai 
quali le proteine native vengono selezionate per es- 
sere degradate sono presi in considerazione nel pa- 
ragrafo 30.6B. 

Il ritmo di degradazione delle proteine in una cel- 

lula varia anche con il suo stato nutrizionale e ormo- 
nale. In condizioni di deprivazione nutrizionale, le 
cellule aumentano il ritmo di degradazione delle pro- 
teine in modo da fornire i nutrienti necessari ai pro- 
cessi metabolici indispensabili. Il meccanismo che auù- 
menta in E. coli il ritmo di degradazione è la risposta 
stringente (paragrafo 29.3F). 
Un meccanismo analogo può essere operante negli 
eucarioti poiché, come capita in E. coli, ritmi di de- 
gradazione aumentati sono prevenuti da antibiotici 
che bloccano la sintesi proteica. 


B. | meccanismi di degradazione 


[1467] Le cellule eucariotiche hanno un duplice siste- 
ma di degradazione delle proteine, un meccanismo li- 
sosomiale e un meccanismo citoplasmatico dipenden- 
te da ATP. Prenderemo in considerazione entrambi. 


[1467] [1468] 
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I lisosomi degradano le proteine 
in modo non selettivo 


f468]I lisosomi sono organelli incapsulati in mem- 
brane (paragrafo 1.2A) che contengono circa 50 en- 
zimi idrolitici, compresa una varietà di proteasi note 
come catepsine. Il lisosoma mantiene un pH inter- 
no di —5 e i suoi enzimi hanno pH ottimali acidi. 
Questa situazione protegge presumibilmente la cel- 
lula contro perdite accidentali poiché gli enzimi liso- 
somiali sono prevalentemente inattivi al pH citopla- 
smatico. 

I lisosomi riciclano i costituenti intracellulari fon- 
dendosi con piccole porzioni di citoplasma circonda- 
te di membrana note come vacuoli autofagici e de- 
gradandone successivamente il contenuto. Essi degra- 
dano in modo simile le sostanze che la cellula assu- 
me mediante endocitosi (paragrafo 11.4B). L’esisten- 
za di questi processi è stata dimostrata mediante l’u- 
so di inibitori dei lisosomi. Il farmaco antimalarico 
cloroquina, per esempio, 


Cl Nù 


A 


l 
CHa 


Cloroquina 


è una base debole che penetra liberamente in forma 
non carica nel lisosoma dove si accumula in forma 
carica aumentando quindi il pH intralisosomiale e ini- 
bendo la funzione lisosomiale. Il trattamento di cel- 
lule con cloroquina riduce il loro ritmo di degrada- 
zione delle proteine. Un effetto simile nasce dal trat- 
tamento delle cellule con inibitori delle catepsine co- 
me l’antibiotico polipeptidico antipaina. 

O (o) (o) o. 

I I Il I 
-00CCHNH -- (*- NHCHO—NHCHC—NHCHC- li 


| | 
Phe Arg Val Arg 


La degradazione lisosomiale delle proteine sembra es- 
sere non selettiva. Gli inibitori dei lisosomi non in- 
fluenzano la degradazione rapida -delle proteine anor- 
mali o degli enzimi a vita breve. Essi tuttavia impe- 
discono l’accelerazione della degradazione delle pro- 
teine in seguito a digiuno. 

Molti processi normali e patologici sono associati 
a una aumentata attività lisosomiale. Il diabete mel- 
lito (paragrafo 25.3B) stimola la degradazione lisoso- 
miale delle proteine. Analogamente, la perdita di tes- 


mm 


1469 [1470] 
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suto muscolare causata da scarso uso, denervazione 
o trauma deriva da una aumentata attività lisosomia- 
le. La regressione dell’utero dopo il parto, fase in cui 
questo organo muscolare riduce la sua massa da 2 
kg a 50 gin 9 giorni, è un esempio lampante di que- 
sto processo. Molte malattie infiammatorie croniche, 
come l’artrite reumatoide, coinvolgono il rilascio 
extracellulare di enzimi lisosomiali che demoliscono 
i tessuti circostanti. 


I lisosomi possono degradare le proteine 
in modo selettivo 


fi469]I lisosomi incorporano in modo non selettivo 
le proteine citosoliche per degradarle fondendosi con 
piccole porzioni di citoplasma delimitate da mem- 
brane definite vacuoli autofagici, un processo chia- 
mato macroautofagia, oppure tramite quelle che 
sembrano essere invaginazioni della membrana liso- 
somiale, un processo chiamato microautofagia. In 
una terza modalità, scoperta più di recente, di pro- 
teolisi lisosomiale, il lisosoma incorpora e degrada in 
modo selettivo le proteine che contengono un moti- 
vo polipeptidico specifico. 

Le cellule di mammifero in coltura di norma cre- 
scono in terreni contenenti siero. Si è notato che quan- 
do si toglie il siero le cellule rispondono a questa pri- 
vazione di nutrienti con l’aumento del ritmo di de- 
gradazione nei lisosomi di alcune delle loro proteine. 
Queste proteine, che contengono il pentapeptide Lys- 
Phe-Glu-Arg-Gln (KFERQ) od una sequenza molto si- 
mile, vengono pure perse in modo selettivo, dagli 
animali che digiunano, dai tessuti che vanno in atro- 
fia in risposta al digiuno (e cioè fegato e rene) ma 
non da quelli che non si atrofizzano (e cioè cervello 
e testicoli). La regione KFERQ della RNasi A viene 
specificamente legata da una proteina di ricono- 
scimento del peptide (prp73) di 73 kD, che è un 
membro della famiglia delle proteine dello shock da 
calore di 70 kD (hsp70) (paragrafo 11.3F). Altre pro- 
teine che interagiscono con prp73 sono ristrette a 
quelle che vengono rapidamente degradate in rispo- 
sta alla eliminazione di siero dal mezzo di coltura. 
Evidentemente prp73, la cui concentrazione aumen- 
ta e che si ridistribuisce dagli organelli al citoplasma 
in risposta alla mancanza di siero, serve ad accompa- 
gnare le proteine KFERQ ai lisosomi per la degrada- 
zione. 

La macroautofagia è attivata nelle prime fasi della 
deprivazione di nutrienti, presumibilmente per ri- 
fornire l’organismo degli amminoacidi che esso ri- 
chiede. La degradazione continua e non selettiva del- 
le proteine, tuttavia, condurrebbe alla fine a una de- 


plezione intollerabile di enzimi essenziali e di pro- 
teine regolatorie. Poiché l’incorporazione di protei- 
ne KFERQ viene attivata solo dopo un digiuno pro- 
lungato, si ritiene che le proteine citoplasmatiche che 


hanno una tale sequenza siano relativamente spen- 
dibili. 


L’ubiquitina segna le proteine selezionate 
per la degradazione 


470] È stato inizialmente assunto che la degradazio- 
ne delle proteine nelle cellule eucariotiche fosse pri- 
mariamente un processo lisosomiale. I reticolociti, pe- 
rò, che non hanno lisosomi, degradano selettivamen- 
te le proteine anormali. 

L’osservazione che la degradazione delle proteine 
è inibita in condizioni anaerobiche ha portato alla 
scoperta di un sistema proteolitico dipendente da ATP 
a sede citoplasmatica che è indipendente dal sistema 
lisosomiale. Questo fenomeno era termodinamicamen- 
te inaspettato dato che l’idrolisi dei peptidi è un pro- 
cesso esoergonico. 

L’analisi di un estratto di reticolociti di coniglio ha 
dimostrato che l’ubiquitina, una proteina dalla fun- 
zione precedentemente ignota (Fig. 30.53) è necessa- 
ria per la degradazione proteica dipendente da ATP. 
Questa proteina monomerica di 76 residui, così chia- 
mata in quanto ubiquitaria oltre che abbondante ne- 
gli eucarioti, è la proteina conosciuta più conservata: 


Figura 30.53 La struttura ai raggi X dell’ubiquitina. Il nastro bianco 
rappresenta lo scheletro del polipeptide e le curve rossa e blu indica- 
no rispettivamente la direzione dei gruppi carbonilico ed amidico. 
(Per gentile concessione di Michael Carson, University of Alabama, 
Birmingham. Struttura ai raggi X determinata da Charles Bugg.) 
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Figura 30.58 Lo schema ipotizza- 
to per la partecipazione del resi- 
duo di pantotenina (blu) nella bio- 
sintesi della gramicidina S. Le frec- 
ce circolari indicano il movimen- 
to della pantotenina nella raccol- 
AT ta dei residui amminoacidici che 
\ sono legati all'enzima tramite le- 
gami tioestere di Cys. Le reazioni 
di transpeptidazione e di transtio- 
lazione si alternano nella sintesi 
del pentapeptide. (Fonte: LIPPMAN, 
F., Acc. Chem. Res., 6, p. 366, 


_cu_N: 1973.) 
-s-| \ 
lo) val 
Cis 0) 
S-C H 
CCHT- Il O 
ui | ig Il 
Val / SES 
Pro dl si 
L= Ti 
f) 
ITNECI H 
Va; Sri / 


ragrafo 29.2D) e la gramicidina A (paragrafo 18.2C). 
Queste molecole spesso cicliche consistono raramen- 


te di più di 20 residui amminoacidici, spesso insoliti. 


Molti antibiotici polipeptidici sono sintetizzati da en- 
zimi solubili anziché sui ribosomi a partire da stam- 
pi di mRNA. La sintesi di queste sostanze, di conse- 
guenza, non viene influenzata da inibitori dei ribo- 
somi come il cloramfenicolo (paragrafo 30.3G) che 
blocca la sintesi proteica. In questo paragrafo pren- 
deremo in considerazione il meccanismo della bio- 
sintesi della gramicidina S, uno ionoforo che forma 
un canale e che è rappresentativo della sintesi di molti 
altri antibiotici polipeptidici. 

La gramicidina S, un prodotto del Bacillus brevis, 
è un decapeptide ciclico che consiste di due penta- 
peptidi identici uniti testa-a-coda (Fig. 30.55). Fritz 
Lipmann ha dimostrato che questo antibiotico è sin- 
tetizzato da due enzimi, E; (280 kD) ed Ex (100 kD) 


che attivano gli amminoacidi indicati nella Fig. 30.56. 
Ciascuno degli amminoacidi della gramicidina S è at- 
tivato dal legame sostenuto dall’ATP di un ammi 
noacido al suo corrispondente enzima tramite un le- 
game tioestere. Èy lega solo un residuo di D-Phe, 
mentre E; lega simultaneamente gli altri quattro re- 
sidui della gramicidina S. 

Il processo di polimerizzazione inizia quando En 
trasferisce il suo residuo di D-Phe al residuo Pro le- 
gato a E; formando un dipeptide (Fig. 30.570). L’oli- 
gopeptide in allungamento è quindi sequenzialmen- 
te trasferito ai rimanenti residui amminoacidici del 
pentapeptide (Fig. 30.57b). L’assenza di uno qualun- 
que degli amminoacidi dalla miscela di reazione in 
vitro determina la terminazione prematura della rea- 
zione a quel punto. Notate che l'allungamento della 
catena procede verso l’estremità C-terminale, come 
nella sintesi proteica ribosomiale. Il pentapeptide fi- 
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nale legato all’enzima reagisce testa-a-coda con un 
altro di questi complessi formando il prodotto deca- 
peptidico (Fig. 30.55). 

La somiglianza della suddetta sequenza di reazioni 
a quella della sintesi degli acidi grassi ha portato Lip- 
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mann a proporre che la fosfopanteteina sia un cofat- 
tore nella sintesi polipeptidica come lo è per la pro- 
teina trasportatrice di acili (paragrafo 23.4A). Er, in- 
fatti, contiene una singola fosfopanteteina legata a 
una Ser (vedi formula, a sinistra). 

Si ritiene che questo residuo lungo 20 À raccolga 
sequenzialmente gli amminoacidi legati all’enzima 
sull’oligopeptide in allungamento mediante l’alter- 
nanza di reazioni di transpeptidazione e di tran- 
stiolazione (Fig. 30.58). La transtiolazione nella sin- 
tesi del polipeptide è quindi analoga alla trasloca- 
zione nell’allungamento ribosomiale della catena (pa- 
ragrafo 30.3D). 


1473) Le mutazioni puntiformi sono causate da ana- 
loghi delle basi che si appaiano in modo errato du- 
rante la replicazione del DNA oppure da sostanze che 
reagiscono con le basi formando dei prodotti che si 
appaiano in modo errato. Le mutazioni per inserzio- 
ne/delezione (mutazioni della cornice di lettura) deri- 
vano dall’associazione del DNA con sostanze interca- 
lanti che distorcono la struttura del DNA. L’analisi 
di una serie di mutazioni della cornice di lettura che 
si sopprimono l’una con l’altra ha permesso di stabi- 
lire che il codice genetico è un codice a triplette senza 
punteggiatura. Un accurato mappaggio genetico as- 
sociato all’analisi delle sequenze amminoacidiche ha 
dimostrato che i geni sono colineari con i polipeptidi 
che codificano. In un sistema in vitro di sintesi protei- 
ca poli(U) dirige la sintesi di poli(Phe) fornendo quin- 
di la dimostrazione che UVU è il codone che specifica 
Phe. Il codice genetico è stato decodificato attraverso 
l’uso di polinucleotidi di composizione nota ma di se- 
quenza casuale, la capacità di triplette definite di pro- 
muovere il legame ribosomiale dei tRNA che portano 
amminoacidi specifici, e attraverso l’uso di MRNA sin- 
tetici di sequenze alternate note. Quest’ultimo tipo di 
studi ha anche dimostrato che l’estremità 5’ del- 
’mRNA corrisponde all’estremità N-terminale del po- 
lipeptide che codifica e ha stabilito la sequenza dei 
codoni di stop. I codoni degenerati differiscono princi- 
palmente per l’identità della loro terza base. Piccoli 
fagia DNA a singola elica, come $X174, contengono 
geni sovrapposti in cornici di lettura diverse. Il codice 
genetico usato dai mitocondri differisce per parecchi 
aspetti dal codice genetico «standard». 


L’RNA transfer consiste di 60-95 nucleotidi che pos- 
sono essere organizzati nella struttura secondaria a 
trifoglio. Fino al 10% delle basi di un tRNA possono 
essere modificate. Il tRNAP®® di lievito forma una 
struttura tridimensionale a forma di sottile L che as- 
somiglia a quella di altri tRNA. La maggior parte 
delle basi sono coinvolte in associazioni cooperative 
da impilamento e di appaiamento comprese nove in- 
terazioni terziarie che sembrano essere essenziali al 
mantenimento della conformazione nativa della mo- 
lecola. Gli amminoacidi vengono attaccati al loro cor- 
rispondente tRNA con una reazione a due stadi cata- 
lizzata dalla amminoacil-tRNA sintetasi corrispon- 
dente. La grande accuratezza del caricamento del 
tRNA deriva dall’attività della amminoaciltRNA sin- 
tetasi di rilettura e correzione, a spese dell’idrolisi di 
ATP, dell’amminoacido legato. I ribosomi selezionano 
i tRNA unicamente ‘sulla base dei loro anticodoni. 
Gruppi di codoni degenerati vengono letti da un sin- 
golo tRNA grazie all’appaiamento oscillante. Le mu- 
tazioni nonsenso possono essere soppresse da tRNA 
i cui anticodoni siano mutati in modo da riconoscere 
un codone di stop. 

Il ribosoma è formato da una subunità piccola e 
una grande la cui complessa morfologia È stata rive- 
lata dalla microscopia elettronica. I tre RNA e le 52 
proteine che costituiscono il ribosoma di E. coli si au- 
toassemblano nelle opportune condizioni. Le posizio- 
ni di molti componenti ribosomici relativamente alle 
superfici delle subunità sono state determinate in gran 
parte mediante immunomicroscopia elettronica e mi- 
surazioni della diffrazione dei neutroni. Esperimenti 
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CAPITOLO 31 


1. La replicazione del DNA: una visione d’insieme 
A. Le forcelle di replicazione 
B. Il ruolo della DNA girasi 
C. La replicazione semidiscontinua 
D. | primer di RNA 


2. Gli enzimi della replicazione 
A. La DNA polimerasi | 
B. La DNA polimerasi Ill 
C. Elicasi, proteine leganti il DNA e DNA ligasi 


3.1 meccanismi di replicazione dei procarioti 
. Il batteriofago M13 

| batteriofago $X174 

Escherichia coli 


door > 


. La fedeltà della replicazione 


4. La replicazione del DNA degli eucarioti 
A. Il ciclo cellulare 


B. Le DNA polimerasi degli eucarioti 
C. La trascrittasi inversa 


5. La riparazione del DNA 
A. L'eliminazione diretta del danno 
B. La riparazione per escissione 
C. La riparazione per ricombinazione 
D. La risposta SOS 


E. L’identificazione di cancerogeni 


6. La ricombinazione e gli elementi genetici mobili 
A. La ricombinazione generale 


8. La trasposizione 


7. La metilazione del DNA 


© 88-08-10538-5 


Replicazione, 
riparazione 

e ricombinazione 
del DNA 


Gli individui sono il sistema utilizzato dal DNA per 
fare più DNA. 
Anon. 


1475] In questo capitolo prenderemo in considerazio- 
ne come viene sintetizzato e mantenuto il DNA. La 
necessità di trasmettere l’informazione genetica as- 
solutamente senza errori alle generazioni successive 
e, contemporaneamente, di favorire la proliferazio- 
ne di mutazioni vantaggiose ha determinato l’evolu- 
zione di meccanismi elaborati per la replicazione, ri- 
parazione e ricombinazione del DNA anche nell’or- 
ganismo più semplice. Le linee generali della mag- 
gior parte di questi processi sono state chiarite an- 
che se, come si vedrà, i dettagli sono in gran parte 
oscuri. 


1. LA REPLICAZIONE DEL DNA: 
UNA VISIONE D'INSIEME 


[+76] Il basilare lavoro di Watson e Crick che descri- 
ve la doppia elica del DNA finiva con le seguenti 
parole: «Non è sfuggito alla nostra attenzione che l’ap- 
paiamento specifico che abbiamo postulato suggeri- 
sce immediatamente un possibile meccanismo di co- 
piatura per il materiale genetico». In un lavoro suc- 
cessivo essi si sono dilungati su questa notazione piut- 
tosto criptica puntualizzando che un filamento di 
DNA potrebbe agire come stampo per dirigere la sin- 
tesi del suo filamento complementare. 

Anche se Meselson e Stahl dimostrarono, nel 1958, 
che il DNA è infatti replicato in modo semiconserva- 
tivo (paragrafo 28.2A), solo 20 anni più tardi il mec- 
canismo della replicazione del DNA nei procarioti 
è stato compreso in dettaglio. Questo è dovuto al fat- 
to che, come vedremo in questo capitolo, il processo 
di replicazione del DNA, in quanto a complessità, 
rivaleggia con la traduzione ma è mediato da insie- 
mi di proteine spesso debolmente associate che sono 
presenti in poche copie per cellula. La sorprendente 


ì 
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DNA stampo 


3 —— 5 


5' —> 3' 


DNA replicato 


: 
° 


Figura 31.1 Le DNA polimerasi assemblano i deossinucleosidi trifo- 
sfato sugli stampi di DNA a singolo filamento di modo che il filamen- 
to di nuova sintesi si allunga nella sua direzione 5’ ——> 3°. 


complessità della replicazione del DNA paragonata 
al processo di trascrizione, chimicamente simile (pa- 
ragrafo 29.3), deriva dalla necessità di una estrema 
accuratezza nella replicazione’del DNA al fine di man- 
tenere l’integrità del genoma di generazione in gene- 
razione. 


A. Le forcelle di replicazione 


1477] Il DNA è replicato da enzimi noti come DNA 
polimerasi dirette da DNA o semplicemente come 
DNA polimerasi. Questi enzimi utilizzano DNA a 
singolo filamento come stampo su cui catalizzare la 
sintesi del filamento complementare a partire dagli 
appropriati deossinucleosidi trifosfati (Fig. 31.1). I nu- 
cleotidi sono selezionati in base alla loro capacità di 
formare appaiamenti di basi, secondo il modello di 
Watson e Crick, con il DNA stampo di modo che 
il filamento di DNA di nuova sintesi formi una dop- 
pia elica con il filamento stampo. Quasi tutte le DNA 
polimerasi note possono solo aggiungere un nucleoti- 
de donato da un nucleoside trifosfato al gruppo OH 
libero al 3' di un segmento polinucleotidico di basi 
appaiate, così che le catene di DNA si allungano solo 
nella direzione 5° ——> 3'. Le DNA polimerasi sono 


ulteriormente descritte nei paragrafi 31.2A, 31.2B e 
31.4B. 


INT i 
DNA polimerasi B; Bi ER B; Bi 


OH 


Il DNA a doppia elica si replica 
in modo semiconservativo alle forcelle 
di replicazione 


[1478] John Cairns ottenne le prime indicazioni di co- 
me si replicano i cromosomi mediante autoradiogra- 
fie del DNA in replicazione. Le autoradiografie di 
cromosomi circolari ottenuti in presenza di [BH]timi- 
dina mostrano la presenza di «occhi» o «bolle» di re- 
plicazione (Fig. 31.2). Queste cosiddette strutture 0 
(per la loro somiglianza con la lettera greca theta) 
indicano che il DNA a doppia elica si replica median- 
te la progressiva separazione dei suoi due filamenti 
parentali accompagnata dalla sintesi dei loro filamenti 
complementari per dare origine a due doppie eliche 
figlie replicate in modo semiconservativo (Fig. 31.3). 
La replicazione del DNA che coinvolge strutture 0 


x 


è nota come replicazione É. 


Occhio di replicazione 


Figura 31.2 Autoradiografia e suo disegno interpretativo di un cromo- 
soma di £. coli in replicazione. Il batterio è stato cresciuto per poco 
più di una generazione in un mezzo contenente BH]timidina: il DNA 
successivamente sintetizzato appare come una linea di granelli scuri 
nell'emulsione fotografica (linee rosse nel disegno interpretativo). La 
grandezza dell'occhio di replicazione indica che il cromosoma circo- 
lare risulta duplicato per circa un sesto in questa fase di replicazione. 
(Per gentile concessione di John Cairns, Cold Spring Harbor Laboratory.) 
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Figura 31.7 La sintesi del DNA è avviata da corti segmenti di RNA. 


grafo 29.2) e la molto più piccola primasi (60 KD), 
il prodotto monomerico del gene dnaG. 

La primasi è insensibile all’inibitore della RNA po- 
limerasi rifampicina (paragrafo 29.2C). L’osservazio- 
ne che la rifampicina inibisce solo la sintesi del fila- 
mento leader indica quindi che la primasi dà inizio 
ai primer dei frammenti di Okazaki. L'inizio della 
sintesi di un filamento leader in E. coli, un evento 
molto più raro dell’inizio della sintesi dei frammenti 
di Okazaki, può essere mediato in vitro sia dalla RNA 
polimerasi che dalla primasi singolarmente ma è 
enormemente stimolato quando sono presenti en- 
trambi gli enzimi. Si ritiene quindi che in vivo que- 
sti enzimi agiscano in modo sinergico per avviare 
la sintesi del filamento leader. 

Il DNA maturo non contiene RNA. I primer di RNA 
sono rimossi durante la replicazione e gli intervalli 
di filamento singolo che ne risultano sono riempiti 
con DNA mediante un meccanismo descritto nel pa- 
ragrafo 31.2A. i 


2. GLI ENZIMI DELLA REPLICAZIONE 


483] La replicazione del DNA è un processo com- 
plesso che coinvolge una grande varietà di enzimi. 
Esso richiede, per elencare solo gli attori principali 
in ordine di apparizione: (1) una DNA girasi, (2) pro- 
teine che separino i filamenti di DNA alla forcella 
di replicazione, (3) proteine che ne impediscano la 
riassociazione prima che la replicazione sia avvenu- 
ta, (4) enzimi per la sintesi dei primer di RNA, (5) 
una DNA polimerasi, (6) un enzima che rimuova i 
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primer di RNA, e (7) un enzima che leghi covalente- 
mente frammenti di Okazaki successivi. In questo 
paragrafo descriveremo le proprietà e le funzioni di 
molte di queste proteine. 


A. La DNA polimerasi | 


484] Nel 1957, Arthur Kornberg ha riportato la sco- 
perta di un enzima capace di catalizzare la sintesi 
di DNA in estratti di Escherichia coli tramite la sua 
capacità di incorporare nel DNA l’elemento radio- 
marcato derivato dalla ['*Cltimidina trifosfato. Que- 
sto enzima, che da allora è stato chiamato DNA po- 
limerasi I o Pol I, consiste di un singolo polipeptide 
di 928 residui. 

Pol I accoppia i deossinucleosidi trifosfato sullo stam- 

po di DNA (Fig. 31.1) in una reazione che avviene me- 
diante l’attacco nucleofilico del gruppo OH al 3' della 
catena di DNA in crescita al fosforile a di un nucleo- 
side trifosfato. La reazione è sostenuta dalla risul- 
tante eliminazione di PP; e dalla sua susseguente 
idrolisi da parte della pirofosfatasi inorganica. 
La reazione complessiva assomiglia a quella cataliz- 
zata dalla RNA polimerasi (paragrafo 29.2) ma ne dif- 
ferisce per l’indispensabile requisito che il nucleoti- 
de in arrivo sia legato a un gruppo OH libero al 3° 
di un polinucleotide le cui basi siano appaiate allo 
stampo (ricordate che la RNA polimerasi inizia la tra- 
scrizione legando insieme due ribonucleotidi trifo- 
sfato su uno stampo di DNA). La complementarietà 
tra il DNA prodotto e lo stampo è stata inizialmente 
dedotta tramite studi della composizione di basi e 
di ibridizzazione, ed è stata poi direttamente dimo- 
strata mediante determinazioni della sequenza di ba- 
si. La frequenza di errore di Pol I nel copiare lo stam- 
po è molto bassa, come è stato dimostrato in vitro 
dalla sua capacità di replicare il DNA di $X174 dan- 
do origine a particelle fagiche in tutto e per tutto 
infettive. È 

Si ritiene che la specificità di Pol I per una base 
derivi dalla necessità che essa formi un appaiamento 
secondo il modello di Watson e Crick con lo stampo 
piuttosto che dal riconoscimento diretto della base 
(ricordate che le quattro coppie di basi, A-T,T-A, 
G-C e C- G, hanno forme quasi identiche; paragrafo 
28.2A). Questo rende conto dell’osservazione che PolI 
può sostituire con 5-bromouracile solo la timidina € 
con ipoxantina solo la guanina. Si dice che Pol I è 
processiva per il fatto che catalizza una serie di po- 
limerizzazioni successive, tipicamente 20 o più, sen- 
za rilasciare lo stampo. Pol I può, naturalmente, fun- 
zionare alla rovescia degradando il DNA mediante 
pirofosforolisi. Questa reazione alla rovescia, tutta- 
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via, non ha probabilmente significato fisiologico a cau- 
sa della bassa concentrazione in vivo di PP; che de- 
riva dall’azione della pirofosfatasi inorganica. 


Pol I può correggere i propri errori 


(1485) In aggiunta alla sua attività polimerasica, Pol I 
presenta due attività idrolitiche indipendenti: 


1. Può funzionare come una esonucleasi 3’ —> 5’. 
2. Può funzionare come una esonucleasi 5’ —> 3”. 


La reazione esonucleasica 3’ — 5‘ differisce chi- 
micamente dalla reazione di pirofosforolisi solo per 
il fatto che H0 piuttosto che PP; è l’accettore di nu- 
cleotidi. Studi cristallografici (vedi più avanti) e studi 
della cinetica indicano però che queste due attività 
catalitiche interessano siti attivi separati. La funzio- 
ne esonucleasica 3’ —> 5’ è attivata da un nucleoti- 
de 3’ terminale non appaiato con uri gruppo OH li- 
bero. Se Pol I per errore incorpora un nucleotide sba- 
gliato (non appaiato) all’estremità di una catena di 
DNA in allungamento, l’attività polimerasica è inibi- 
ta e l’esonucleasi 3’ —— 5’ taglia via il nucleotide 
sbagliato (Fig. 31.8). L’attività polimerasica riinizia 
quindi la replicazione del DNA. Pol I ha quindi la 
capacità di verificare un filamento di DNA mentre 
viene sintetizzato in modo da correggere i propri er- 
rori. Questo spiega la grande fedeltà della replicazio- 
ne del DNA da parte di Pol I nonostante la relativa- 
mente bassa energia libera dell’interazione di una 
singola coppia di basi (le caratteristiche energetiche 
della fedeltà di legame sono discusse nel paragrafo 
30.2C). Il prezzo di questa alta fedeltà è che sono ta- 
gliati via — 10% dei nucleotidi correttamente incor- 
porati. 

L’esonucleasi 5° —> 3‘ di Pol I si lega ad interru- 
zioni a singolo filamento del DNA a doppia elica sen- 
za alcun riguardo per il carattere del nucleotide al 
5’ (5’-OH o gruppo fosfato; base appaiata o no). Essa 
taglia il DNA in una regione di basi accoppiate die- 
tro l'interruzione così che il DNA è escisso come mo- 
nonucleotidi o oligonucleotidi di fino a 10 residui (Fig. 
31.9). Al contrario, l’esonucleasi 3’ —> 5’ rimuove 
solo mononucleotidi non accoppiati con gruppi 3‘-OH. 


L’attività polimerasica e le due attività 
esonucleasiche di Pol I interessano 
siti attivi separati 


486] L’attività esonucleasica 5" —> 3’ di Pol I è indi- 
pendente sia dalla sua attività esonucleasica 3° —> 5’ 


Basi 
disappaiate 


Sito di idrolisi 3 


dell’esonucleasi 
Figura 31.8 La funzione esonucleasica 3' —> 5’ della DNA poli- 


merasi | elimina nucleotidi appaiati in modo errato all'estremità 3’ 
del filamento di DNA in allungamento. 


Sito di idrolisi dell’esonucleasi 


5'——> 3' 


se 


Interruzione in un filamento singolo 3 


Figura 31.9 La funzione esonugleasica 5° — 3’ della DNA poli 
merasi | elimina fino a 10 nucleatidi dall’estremità 5’ di una interru- 
zione a filamento singolo. | nucleotidi immediatamente dopo l’inter- 
ruzione (X) possono o meno essere appaiati. 


che dalla sua attività polimerasica. Infatti, come ab- 
biamo visto nel paragrafo 28.6C, proteasi quali la sub- 
tilisina o la tripsina tagliano Pol I in due frammenti: 
il frammento grande o «Klenow» (dal residuo 324 al 
928), che contiene sia l’attività polimerasica che quella 
esonucleasica 3° —> 5‘; e un frammento più picco- 
lo (dal residuo 1 al 323) che contiene l’attività esonu- 
cleasica 5° ——> 3‘. Pol I presenta quindi tre siti atti- 
vi su di una singola catena polipeptidica. 

La struttura ai raggi X del frammento di Klenow 
sotto forma di complesso con dTMP, determinata da 
Thomas Steitz, indica che questa proteina consiste 
di due domini (Fig. 31.100). Il dominio più piccolo 
lega il ATMP il cui fosfato al 5’ interagisce con due 
ioni metallici divalenti legati. Il sito legante dTMP 
forma parte della esonucleasi 3’ —> 5’ come è sta- 
to dimostrato dall’assenza di questa funzione, ma non 
dell’attività polimerasica, in un frammento di Kle- 
now mutato con tecniche di ingegneria genetica in 
modo da privarlo dei siti chelanti gli ioni metallici, 
ma altrimenti dotato di una struttura normale. Il do- 
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za di questa funzione è stata dimostrata dall’isola- 
mento di mutanti di E. coli temperatura-sensibili che, 
alla temperatura di —43 °C, non sono vitali né pre- 
sentano attività esonucleasica 5’ —> 3° (il basso li- 
vello di attività polimerasica del mutante di Pol I iso- 
lato da Cairns e De Lucia è apparentemente suffi- 
ciente a svolgere questo essenziale processo di riem- 
pimento delle interruzioni durante la replicazione dei 
cromosomi). Pol I quindi svolge un ruolo indispensa- 
bile nella replicazione del DNA di E. coli, anche se 
diverso da quello inizialmente supposto. 


B. La DNA polimerasi Ill 


490] La scoperta di mutanti di E. coli a crescita nor- 
male ma con attività Pol I estremamente scarsa sti- 
molò la ricerca di un’ulteriore fonte di attività di po- 
limerizzazione del DNA. Questi sforzi sono stati pre- 
miati dalla scoperta di altri due enzimi, chiamati, se- 
condo l’ordine della loro scoperta, DNA polimerasi 
II (Pol I) e DNA polimerasi IIl (Pol IM). Le pro- 
prietà di questi enzimi sono paragonate a quella di 
Pol I nella Tabella 31.1. Pol II e Pol NI non erano 
stati identificati prima per il fatto che nei test usati 
la loro attività sommata ammontava normalmente 
a <5% di quella di Pol I. 


Tabella 31.1 Proprietà delle DNA polimerasi di £. coli 


Proprietà Pol | Pol Il Pol IIl 
Massa (kD) 109 120 140 
Molecole/cellula 400 ° 10-20 
Numero di turnover* 600 30 9000 
Gene strutturale polA polB polC 
Mutanti letali in determinate 

condizioni + - + 
Polimerizzazione: 3’ — 5’ + + + 
Esonucleasi: 3' —> 5' + + + 
Esonucleasi: 5° —> 3' + - + 


* Nucleotidi polimerizzati min"! mol! a 37 °C. 


Fonte: Kornsera, A., DNA Replication, p. 169, Freeman, 1980. 


Mutanti carenti di Pol II non hanno difetti noti. La 
funzione fisiologica di Pol II, se esiste, è quindi sco- 
nosciuta. 


Pol III è la DNA replicasi di E. coli 


491] La cessazione della replicazione del DNA in mu- 
tanti polC—temperatura—sensibili se posti al di sopra 
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polimerasi III # 


Massa (kD) 


Subunità Gene strutturale 
a* 130 polC (dnaf) 

e* 27,5 dnaQ 

8* 10 sconosciuto 

T 71 dnaZX** 

Y 52 dnaZ** 

ò 32 sconosciuto 

B 40,6 dnaN 


* Componenti di Pol III. 
** Le subunità y e 7 sono codificate dalla stessa sequenza genica; la subunità 
y comprende l'estremità N-terminale della subunità r. 


Fonte: McHenry, C.S., Annu. Rev. Biochem., 57, p. 538, 1988. 


della temperatura critica dimostra che Pol III è la DNA 
replicasi di E. coli. Questo enzima ha la composizio- 
ne in subunità di ae? dove a, il prodotto del gene 
polC (Tabella 31.2), contiene la funzione polimerasi- 
ca. Le proprietà catalitiche di Pol II assomigliano a 
quelle di Pol I (Tabella 31.1) tranne che per l’incapa- 
cità di Pol III di replicare DNA a filamento singolo 
dotato di primer o DNA a doppio filamento interrot- 
to. Pol III agisce in vitro invece sui tratti a singolo 
filamento lunghi < 100 nucleotidi, una situazione che 
probabilmente richiama lo stato del DNA alle forcel- 
le di replicazione. 

La funzione esonucleasica 3’ —> 5‘ di Pol II, che 
è localizzata sulla subunità e dell’enzima, è il corret- 
tore principale durante la replicazione; essa aumen- 
ta la fedeltà di replicazione da parte dell’enzima fino 
a 200 volte. 

L'attività esonucleasica 5" —> 3‘ di Pol III, però, 
funziona solo su DNA a singola elica e non può quin- 
di catalizzare la «nick translation». 

In vivo, Pol III fa parte di un enzima complesso e 
labile a molteplici subunità, l’oloenzima Pol II, che 
è costituito da almeno sette tipi di subunità (Tabella 
31.2). Le ultime quattro subunità della Tabella 31.2, 
per esempio, hanno il compito di modulare l’attività 
di Pol HI. Per esempio, il legame dell’oloenzima Pol Il 
a uno stampo dotato di primer richiede l’idrolisi del- 
lATP con una reazione che coinvolge la subunità 
B. Questa reazione attacca l’oloenzima allo stampo 
dando origine ad un complesso che ha una processi- 
vità essenzialmente illimitata (>5000 residui). Per 
contro, Pol III da sola, che non idrolizza ATP, ha 
una processività di 10-15 residui. Sembra anche pro- 
babile che le subunità non-Pol III dell’oloenzima for- 
niscano alcuni dei siti di interazione con altre protei- 
ne che partecipano al processo di replicazione del 


* DNA (paragrafo 31.3). 
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C. Elicasi, proteine leganti il DNA 
e DNA ligasi 


[1492] L’oloenzima Pol MMI, al contrario di Pol I, non 
è in grado di svolgere il DNA a doppia elica. Invece 
tre proteine, la proteina Rep, l’elicasi II e la pro- 
teina che si lega al filamento singolo (SSB) (Ta- 
bella 31.3) funzionano in accordo per svolgere il DNA 
davanti ad una forcella di replicazione avanzante (Fig. 
31.13) con un processo che è sostenuto dall’idrolisi del- 
l’ATP. La proteina Rep, il prodotto del gene rep di 
E. coli, separa i filamenti di DNA a doppia elica muo- 
vendosi lungo lo stampo del filamento leader in dire- 
zione 3° —> 5‘ mentre consuma due ATP per ogni 
coppia di basi separata. 

L’elicasi II analogamente si muove lungo lo stampo 
del filamento ritardato in direzione 5° — 3°. L’os- 
servazione che le mutazioni rep” semplicemente ral- 
lentano la replicazione del DNA suggerisce che la 
proteina rep e l’elicasi II agiscano ifsieme per svol 
gere il DNA alla forcella di replicazione. La riassocia- 
zione dei filamenti separati di DNA dietro l’elicasi 
avanzante è impedita dal legame di SSB. Numerose 
copie di questa proteina tetramerica coprono coope- 
rativamente il DNA a singolo filamento mantenen- 


Tabella 31.3 Le proteine che srotolano il DNA e vi si lega- 
no in £. coli 


; Struttura Massa della 
Proteina db: Sbbanied) Molecole/Cellula 
Proteina Rep Monomero 65 50 
Elicasi Il Monomero 75 6 000 
SSB Tetramero 19 800 


Fonte: Kornsero, A., DNA Replication, 1982 Supplement, p. 283, Freeman, 
1982 e DNA Replication, p. 283, Freeman, 1980. 


Proteina Rep 


Figura 31.13 Lo srotolamento dei DNA ad opera dell’azione combi- 
nata della proteina Rep, dell’elicasi Il e della proteina SSB. La protei- 
na Rep procede lungo lo stampo del filamento /eader in direzione 
3° —» 5’ accompagnata dall’avanzare della elicasi ll sullo stampo 
del filamento ritardato in direzione 5' —— 3°. Il riappaiamento dei 
filamenti di DNA separati è impedito dal legame di SSB. 


Pa 
I I 


E— Lys—NHy + N-R—0—P—0—P_0—R—-A 


SI 
lo) OT 
1 NAD* 
NMUN 


+ 
E Lys _NHa-P_0—RTA 


Figura 31.14 Le reazioni catalizzate dalla DNA ligasi. Nelle DNA 
ligasi degli eucarioti e di T4, NAD* è sostituito da ATP così che 
nella prima fase della reazione viene eliminato PP; anziché NMN*. 


dolo quindi in uno stato non appaiato. Notate però 
che il DNA deve essere liberato da SSB prima di po- 
ter essere replicato da parte dell’oloenzima Pol HI. 


La DNA ligasi salda le interruzioni 
a singolo filamento 


[1493] Pol I, come abbiamo visto nel paragrafo 31.1D, 
rimpiazza i primer di RNA dei frammenti di Okaza- 
ki con DNA mediante la «nick translation». Le inter- 
ruzioni a singolo filamento che si presentano tra fram- 
menti di Okazaki adiacenti, così come quelle sul DNA 
circolare dopo la sintesi del filamento leader, sono sal- 
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Figura 31.17 Fotografia al microscopio elettronico di un primosoma 
legato al DNA RF | di $X174. Tali complessi contengono sempre 
un singolo primosoma con associate una o due piccole anse di DNA. 
(Per gentile concessione di Jack Griffith, Lineberger Cancer Research 
Center, University of North Carolina.) 


di riconosciuta e legata dalle proteine n, n’ en’. 

2. Le proteine i, DnaB e DnaC si aggiungono a que- 
sto complesso con un processo che richiede ATP 
per formare il preprimosoma, che, a sua volta, 
si lega alla primasi dando origine al primosoma. 

3. Il primosoma avanza sul filamento (+) in dire- 
zione 5° —> 3‘ grazie all’idrolisi di ATP cataliz- 
zata da n’. Questo avanzamento, che nel suo pro- 
gredire spiazza SSB, procede în direzione oppo- 
sta a quella della lettura dello stampo durante Val 
lungamento della catena di DNA. 

4. In corrispondenza di siti scelti a caso, il primoso- 
ma inverte la sua migrazione mentre la primasi 
sintetizza un primer di RNA. L'inizio della sintesi 
del primer richiede la partecipazione della protei- 
na DnaB, che è ritenuta in grado di alterare, tra- 
mite la concomitante idrolisi di ATP, la confor- 
mazione dello stampo di DNA nel modo richiesto 
dalla primasi. i 

5. L’oloenzima Pol II allunga il primer formando'i 
frammenti di Okazaki. 

6. Pol I stacca i primer e li rimpiazza con DNA. I 
frammenti vengono quindi uniti dalla DNA liga- 
si e superavvolti dalla DNA girasi per formare 
RF I di $X174. 


Il primosoma rimane unito al DNA (Fig. 31.17) dove 


partecipa alla sintesi del filamento (+). 


La replicazione del filamento (+) di $X174 
serve come modello per la sintesi 
del filamento leader 


1498] Un filamento di un DNA circolare a doppia eli- 


(+) 


Figura 31.18 Il sistema di replicazione del DNA mediante il cerchio 
rotante. Il filamento (+) che viene sintetizzato si estende a partire 
da un taglio specifico in corrispondenza dell'origine di replicazione 
(1) in modo da spostare il vecchio filamento (+) (2 e 3). La sintesi 
continua del filamento (+) su di uno stampo di filamento (—) circola- 
re produce una serie di filamenti (+) legati in tandem (4) che vengo- 
no più tardi separati da una esonucleasi specifica. 
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ca può essere sintetizzato col sistema del cerchio ro- 
tante o con il sistema della replicazione o (così chia- 
mata a causa della somiglianza della struttura di re- 


plicazione alla lettera greca sigma; Fig. 31.18). Il fila-. 


mento (+) di $X174 è sintetizzato su uno stampo RFI 
tramite una variante di questo processo, il sistema 
del cerchio rotante con ansa (Fig. 31.19): 


1. La sintesi del filamento (+) inizia con il legame, 
favorito dal primosoma, dell’enzima proteina del 
gene A (60 kD), codificato dal fago, al suo sito 
di riconoscimento di — 30 bp. Lì la proteina del 
gene A taglia specificamente il legame fosfodie- 
stere che precede il nucleotide 4.306 del filamen- 
to (+) formando un legame covalente con il suo 
gruppo fosforilico 5‘, che conserva l’energia del 
legame tagliato. 

2. La proteina Rep (paragrafo 31.2C) si attacca al fi- 
lamento (—) in corrispondenza della proteina del 
gene A e, con l’aiuto del primosoma ancora asso- 
ciato al filamento (+), inizia a svolgere il DNA 
a doppia elica a partire dall’estremità al 5’ del 
filamento (+). Il filamento (+) spiazzato è rico- 
perto da SSB, che ne impedisce la riassociazione 
con il filamento (—). La proteina Rep è essenziale 
per la replicazione del DNA di $X174, al contra- 

rio di quanto avviene per il cromosoma di E. coli, 

come è dimostrato dall’incapacità di $X174 di mol- 
tiplicarsi in E. coli rep”. L’oloenzima Pol III al- 
lunga il filamento (+) a partire dal suo gruppo 
OH libero al 3‘. 

3. Il processo di allungamento genera una struttura 
a cerchio rotante con ansa in cui l’estremità 
5’ del vecchio filamento (+) rimane legata alla 
proteina del gene A in corrispondenza della for- 
cella di replicazione. Si ritiene che appena il vec- 
chio filamento (+) si stacca da RF il primosoma 
sintetizzi i primer necessari alla successiva gene- 
razione di un nuovo filamento (—). 

4. Dopo aver percorso l’intero cerchio intorno al fi- 
lamento (—), la proteina del gene A. opera un ta- 
glio specifico al sito di origine della replicazione 
in modo da formare un legame covalente con l’e- 
stremità 5’ del nuovo filamento (+). Simultanea- 
mente il gruppo OH all’estremità 3’ di nuova for- 
mazione del vecchio filamento (+), che forma 
un’ansa verso l’esterno, attacca in modo nucleofi- 
lico il suo fosforile 5’ alla proteina del gene A, 
liberando quindi un filamento (+) chiuso cova- 
lentemente. Evidentemente la proteina del gene 
A ha due siti attivi che si alternano nel loro attac- 
co alle estremità 5’ di filamenti (+) di sintesi suc- 
cessiva. La forcella di replicazione continua a pro- 
gredire intorno al cerchio di DNA duplex produ- 
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Figura 31.19 La sintesi del filamento (+) di $X174 col sistema del 
cerchio rotante con ansa. 
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AT (sequenza consenso 5 ‘-GATCINTTNITTT-3' 
dove con n si indicano posizioni non specifiche) 
localizzate vicino al confine «di sinistra» di oriC. 
L’esistenza del complesso aperto di —45 bp che 
ne risulta è stata dimostrata mediante la sua sen- 
sibilità alla nucleasi P1, una endonucleasi speci- 
fica per filamenti a singola elica. Per la formazio- 
ne del complesso aperto è necessaria la presenza 
della proteina DnaA e di ATP (che viene salda- 
mente legato dalla proteina DnaA e idrolizzato 
in modo dipendente dal DNA) e di una tempera- 
tura sopra i 22 °C (per lo meno in vitro). La natu- 
ra ricca di AT delle sequenze ripetute di 13 bp 
facilita, senza dubbio, il processo di dissociazione. 

3. La proteina DnaA guida un complesso formato 
dalle proteine DnaB e DnaC nella regione disso- 
ciata formando il cosiddetto complesso di pre- 
priming. 

4. In presenza di SSB e di girasi, la DnaB, che ha 
attività di elicasi, svolge ulteriormente in entram- 
be le direzioni il DNA nel complesso di prepri- 
ming in modo da permettere l’ingresso della pri- 
masi e della RNA polimerasi. La partecipazione 
di entrambi questi enzimi alla sintesi del primer 
del filamento leader (paragrafo 31.1D), assieme al 
fatto che questo processo è limitato al sito oriC, 
suggerisce che la RNA polimerasi attivi la prima- 
si alla sintesi del primer. Questo spiega forse la 
somiglianza delle regioni di 13 bp ricche di AT 
di oriC ai promotori della trascrizione da parte 
della RNA polimerasi (paragrafo 29.28). 


Lo scenario è quindi pronto per la replicazione bidi- 
rezionale del DNA da parte dell’oloenzima Pol III, 
come sopra descritto. 


Le elicasi 


Gs01] Sono dieci in E. coli gli enzimi noti per avere 
attività di elicasi. Ciascuno sembra avere un ruolo 
cellulare specializzato nel facilitare tanto processi qua- 
li replicazione, riparazione e ricombinazione del DNA 
quanto la trascrizione del DNA. Questi enzimi, che 
sono tutti ATPasi dipendenti da DNA a singola elica, 
comprendono la proteina UvrABC, che partecipa al 
processo di riparazione per escissione del DNA (pa- 
ragrafo 31.58), la proteina RecBCD, che è attiva nella 
ricombinazione generale (paragrafo 31.6A), il fatto- 
re o, che termina la trascrizione svolgendo l’elica di 
DNA - RNA a livello della bolla di trascrizione (para- 
grafo 29.2E), e numerose altre proteine di cui si par- 
la più avanti. 

Numerose evidenze circostanziali hanno suggerito 


che la elicasi Il (prodotto di uvrD) insieme alla pro- 
teina Rep (prodotto del gene rep) partecipi alla pro- 
pagazione della forcella di replicazione in E. coli (pa- 
ragrafo 31.2C). La elicasi II, per esempio, stimola in 
vitro la replicazione del DNA con un processo che 
è favorito dalla proteina Rep; doppi mutanti rep/uvrD, 
inoltre, non sembrano essere vitali. Molti dei fenoti- 
pi mostrati dai mutanti uvrD, come l’aumentata sen- 
sibilità alla radiazione UV e ad altri agenti che dan- 
neggiano il DNA, implicano però che la elicasi II par- 
tecipi ai processi di ricombinazione e/o di riparazio- 
ne. E. coli portatori di geni rep mutati sono vitali 
anche se le loro forcelle di replicazione si propagano 
più lentamente di quelle delle cellule di ceppo nati- 
vo. Il ruolo fisiologico, quindi, della proteina Rep in 
E. coli rimane ignoto (anche se è chiaro che essa par- 
tecipa alla replicazione, secondo la modalità del cer- 
chio rotante, del DNA di $X174 RF I; Fig. 31.19). 
È stato recentemente dimostrato che le proteine di 
E. coli responsabili dello svolgimento della forcella di 
replicazione del DNA sono: proteina n’ (nota anche 
come proteina PriA essendo il prodotto del gene 
priA), una elicasi 3' —> 5‘, e la proteina DnaB, una 
elicasi 5" ——> 3’. Entrambe queste proteine sono dei 
componenti del primosoma che si ritiene si assembli 
sul filamento ritardato a livello della forcella di repli- 
cazione e debba quindi avanzare in direzione 
5’ —> 3’ (Fig. 31.20). Lo svolgimento quindi del DNA 
davanti al replisoma (l’effettore della replicazione) 
necessiterebbe appunto di una elicasi 5" ——> 3’ co- 
me la proteina DnaB. È stato quindi suggerito che la 
proteina n agisca come una traslocasi che spinge lo 
stampo costituito dal filamento ritardato ripiegato ad 
ansa attraverso il replisoma in direzione 3’ —> 5°, 
conservando quindi le dimensioni dell’ansa con l’a- 
vanzare del replisoma in direzione 5° —> 3°. 


L’inizio della replicazione del DNA di E. coli 


è rigorosamente regolato 


1502] In E. coli la replicazione del cromosoma si veri- 
fica solo una volta per ogni divisione cellulare: questo 
processo deve quindi essere rigorosamente controlla- 
to. Il tempo di duplicazione a 37 °C di E. coli varia 
con le condizioni di crescita da <10 min a — 10 h. 
La velocità di movimento di — 850 nucleotidi/s di ogni 
forcella di replicazione fissa però il tempo di replica- 
zione del cromosoma C a —40 min (il cromosoma 
di E. coli consiste di —4x 105 bp). Inoltre, la segre- 
gazione dei componenti cellulari e la formazione di 
un setto tra essi, che deve precedere la divisione cel- 
lulare, richiede un tempo costante D=20 min dopo 
il completamento della corrispondente fase di repli- 
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cazione del cromosoma. Cellule con tempi di duplica- 
zione <C+D=60 min devono, di conseguenza, ini- 
ziare la replicazione del cromosoma prima della fine 
del ciclo di divisione cellulare precedente. Questo de- 
termina la formazione di cromosomi a forcelle 
multiple come è mostrato nella Fig. 31.22 per un 
tempo di divisione cellulare di 35 min. 

Le suddette considerazioni indicano che ci deve es- 


sere un segnale che dà inizio ad ogni ciclo di replica- 


35 Omin 


Origine _)— Termine 
ar x i 
2 Divisione 


n, x 


- > / 10 


Terminazione 


Figura 31.22 In cellule che si dividono ogni 35 min, l'intervallo fisso 
di 60 min tra l’inizio della replicazione e la divisione cellulare ha 
come risultato la produzione di cromosomi forniti di molteplici for- 
celle. (Fonte: LeWIN, B., Genes, 3° ed., p. 299, Wiley, 1987. Trad. 
it. della 2° ed.: // gene, Zanichelli, 1985.) 


Figura 31.23 Una fotografia al microscopio elettronico di un cromo- 
soma intatto e superavvolto di £. coli attaccato a due frammenti di 
membrana cellulare. (Fonte: Deius, H. e WORCEL, A., /. Mol. Biol., 
82, p. 108, 1974.) 


zione del cromosoma. La natura di questo segnale è 
sconosciuta. L'osservazione tuttavia che (1) le sequen- 
ze di 13 bp ripetute di oriC iniziano ciascuna con 
la sequenza GACT (vedi sopra), cioè la sequenza più 
comunemente metilata in E. coli (paragrafo 31.7), e 
che (2) E. coli deficitari per l'enzima di metilazione 
di GATC sono trasformati in modo assolutamente 
inefficiente da plasmidi che contengono oriC, sugge- 
risce che l’avvio della replicazione del DNA in E. coli 
dipende dal livello di metilazione di oriC. 

Ci sono notevoli evidenze morfologiche, quali quella 
nella Fig. 31.23, che il cromosoma di E. coli sia asso- 
ciato con la membrana cellulare. Questa associazione 
presumibilmente permette durante la divisione cel- 
lulare la segregazione in cellule diverse dei cromoso- 
mi replicati. Ciò non di meno non esiste alcuna evi- 
denza diretta che un qualche componente della mem- 
brana sia necessario per la replicazione del DNA. 


La terminazione della replicazione 


[1503] La regione di termine della replicazione in E. 
coli è una grossa regione (350 kb) fiancheggiata da 
quattro siti di terminazione di 23 bp praticamente 
identici: TerD e TerA sulla sinistra e TerB e TerC sulla 
destra se il cromosoma circolare di E. coli è disegna- 


«to con la terminazione: della replicazione in alto (per 


cui il sito di origine della replicazione, oriC, risulta 
in basso). Il movimento di una forcella di replicazio- 
ne che viaggia in senso antiorario si arresta quando 
essa incontra TerA o TerD (TerD è presumibilmente 
il sito di riserva di TerA) mentre una forcella di re- 
plicazione che viaggia in senso orario è fermata da 
TercC o, in caso di suo fallimento, da TerB. Questi siti 
di terminazione quindi sono polari; essi arrestano il 
movimento di una forcella di replicazione che va in 
una sola direzione lungo il cromosoma. Questa orga- 
nizzazione garantisce che le due forcelle di replica- 
zione generate dall’inizio bidirezionale della replica- 
zione in corrispondenza di oriC si incontrino in cor- 
rispondenza del sito di terminazione della replica- 
zione anche se una di esse arriva molto prima della 
sua controparte. 

La terminazione della replicazione richiede la pre- 
senza della proteina Tus, una proteina monomeri- 
ca di 36 kD che è il prodotto del gene tus (da termi- 
nator utilization substance). Questa proteina si lega 
specificamente a un sito Ter dove impedisce lo spo- 
stamento del filamento da parte della elicasi DnaB 
arrestando, così, il movimento della forcella di repli- 
cazione. La proteina Tus contiene una grossa frazio- 
ne di residui basici, come del resto altre proteine che 
legano il DNA, ma è priva di una sequenza che asso- 
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Tabella 31.5 Le proprietà delle DNA polimerasi animali 


a 8 Y ò 
uu 1———1t—@@<@<@C ERE. 
Localizzazione Nucleo Nucleo Mitocondrio Nucleo 
Massa (kD) 120-220 30-50 150-300 140-160 
Inibitori: 

Afidicolina Sì No No Sì 

Dideossi NTP Debole Forte Forte Debole 

Arabinosil NTP Forte Debole Debole Forte 
N-etilmaleimmide (NEM)* Forte Debole Forte Forte 


* Una molecola che reagisce con la cisteina (Tabella 6.3). 


Fonte: principalmente Kornserc, A., DNA Replication, p. 204, Freeman, 1980. 


dalle loro differenti risposte agli inibitori (Tabella 31.5) 
poiché forme mutanti di questi enzimi non sono state 
disponibili fino a poco tempo fa. 

La DNA polimerasi a, che è presente solo nel nucleo 
della cellula, partecipa alla replicazione del DNA dei 
cromosomi. Questa attività è stata determinata trami- 
te l’uso del suo inibitore specifico afidicolina 


H 
__CHy0H 


HO 
HOH,C H 


Afidicolina 


e dall’osservazione che l’attività della DNA polimera- 
si @ varia col variare del ritmo di proliferazione cellu- 
lare. 

Questa proteina a molteplici subunità (quattro i tipi 
di subunità nella Drosophila; cinque nel fegato di rat- 
to), come fanno tutte le DNA polimerasi, replica .il 
DNA estendendo un primer in direzione 5° —> 3‘ 
sotto la direzione di uno stampo di DNA a singolo 
filamento. La DNA polimerasi a presenta, strettamente 
associata, una attività di primasi. Essa manca tuttavia 
di attività esonucleasica così che il DNA da essa repli- 
cato deve essere corretto in qualche altro modo. 

La DNA polimerasi è, un enzima nucleare con sen- 
sibilità agli inibitori simile a quella della DNA poli- 
merasi a (Tabella 31.5), differisce da quest’ultimo en- 
zima per il fatto che manca di un'attività primasica 
associata ma presenta un'attività esonucleasica di cor- 
rezione 3’ —> 5’. Un’altra differenza è che la DNA 
polimerasi è ha una processività apparentemente ili 
mitata (replica l’intera lunghezza di un filamento stam- 
po), mentre quella della DNA polimerasi a è solo mo- 


derata (— 100 nucleotidi). È stato quindi suggerito che 
la DNA polimerasi è sia deputata alla replicazione del 
filamento leader (che necessita di una alta processivi- 
tà ma solo occasionalmente di un primer), mentre la 
DNA polimerasi a sia deputata alla replicazione del 
filamento ritardato (che necessita frequentemente di 
primer ma a cui è sufficiente una processività di 
100-200 nucleotidi). 

La DNA polimerasi 8 è degna di nota per la sua 
piccola taglia. La funzione biologica di questo enzima 
nucleare è sconosciuta, anche se l’osservazione che il 
suo livello di attività non varia con il ritmo di crescita 
della cellula suggerisce che essa partecipi ai processi 
di riparazione del DNA. La DNA polimerasi y è pre- 
sente esclusivamente nei mitocondri dove presumi- 
bilmente replica il DNA mitocondriale. I cloroplasti 
contengono un enzima analogo. 

La DNA polimerasi è presenta una alta processività 
(a capacità di catalizzare polimerizzazioni successive 
senza rilasciare lo stampo di DNA) quando forma un 
complesso con una proteina di 36 kD chiamata anti- 
gene nucleare della cellula proliferante (PCNA; 
così denominata perché si trova solo nei nuclei delle 
cellule proliferanti e reagisce con il siero di una fra- 
zione degli individui affetti dalla malattia autoimmu- 
ne lupus eritematoso sistemico). Si ritiene quindi che 
il complesso DNA polimerasi è e PCNA rappresenti 
la replicasi del filamento leader negli eucarioti. 

È stata recentemente scoperta negli eucarioti una 
quinta DNA polimerasi, la DNA polimerasi e. An- 
che se in origine la DNA polimerasi e era stata chia- 
mata DNA polimerasi dz a causa della sua superfì- 
ciale somiglianza con la polimerasi è, i due enzimi 
differiscono per il fatto che la DNA polimerasi € è 
dotata di alta processività in assenza di PCNA. La DNA 
polimerasi e inoltre presenta una attività esonucleasi- 
ca 3’ — 5° che degrada il DNA a filamento singolo 
solo ad oligonucleotidi di 6-7 residui invece che a mo- 
nonucleotidi come fa la DNA polimerasi è. La dimo- 


N 


strazione che la DNA polimerasi e è necessaria per 
la riparazione delle lesioni indotte da UV in cellule 
HeLa (una linea coltivata di cellule umane carcino- 
matose) rappresenta una convincente evidenza della 
partecipazione di questo enzima alla riparazione del 
DNA. Ciò non di meno la DNA polimerasi e potrebbe 
anche essere necessaria in vivo per la replicazione del 
DNA, dato che questo enzima è indispensabile per 
la vitalità del lievito. 


I cromosomi degli eucarioti 
consistono di numerosi repliconi 


508] La differenza più ovvia tra i sistemi di replica- 
zione del DNA degli eucarioti e dei procarioti è che i 
cromosomi degli eucarioti hanno origini di replicazio- 
ne multiple mentre i cromosomi dei procarioti hanno 


un’unica origine di replicazione. La DNA polimerasi - 


a sintetizza DNA alla velocità di — 50 nucleotidi/s (circa 
20 volte più lentamente delle DNA polimerasi proca- 
riotiche) secondo quanto è stato determinato da misu- 
razioni in autoradiografia della lunghezza di sezioni 
di cromosomi di eucarioti marcate per tempi brevi. 
Poiché un cromosoma di cellula eucariotica contiene 
generalmente 60 volte più DNA di un cromosoma di 
cellula procariotica, la sua replicazione bidirezionale 
a partire da una singola origine di replicazione richie- 
derebbe circa 1 mese” Fotografie al microscopio elet- 
tronico come quella della Fig. 31.26, però, mostrano 
che i cromosomi degli eucarioti contengono origini 
di replicazione multiple, che distano fra loro da 3 a 
300 kb (migliaia di coppie di basi) a seconda della spe- 
cie e del tessuto, così che la fase S di solito richiede 
solo poche ore. 

Osservazioni citologiche indicano che le diverse re- 
gioni cromosomiche non vengono replicate tutte si- 


Figura 31.26 Fotografia al microscopio elettronico che mostra i molte- 
plici occhi di replicazione (frecce) di un frammento di DNA di Droso- 
phila in replicazione. (Fonte: KreigstEIN, H. ]. e Hogness, D. S., Proc. 
Natl. Acad. Sci., 71, p. 136, 1974.) 


TI 
Origine del filamento 
ritardato 


Origine del filamento 


leader x RONINZAZI 
g 3 
2 


È 
È, 
7% 


SS 
a 
Origine del filamento VII 


Filamento 
VA spostato 


Figura 31.27 Il sistema di replicazione del DNA ad ansa a D. 
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1108 Capitolo 31 


La trascrittasi inversa ha altre due attività enzimati- 
che in aggiunta: 


1. È una esoribonucleasi che degrada specificamente 
PRNA di un ibrido RNA-DNA (attività di 
RNasi H; dove H sta per Hybrid, ibrido). 


x 


2. È una DNA polimerasi diretta da DNA. 


Durante l’infezione da retrovirus la trascrittasi inver- 
sa trascrive l’RNA virale in un filamento di DNA com- 
plementare che forma un ibrido RNA-DNA. L'enzima 
quindi degrada l’RNA e replica il DNA a filamento 
singolo che ne risulta per formare il DNA a doppia 
elica che dirige il resto del processo di infezione virale. 
La trascrittasi inversa è stata uno strumento parti- 
colarmente utile in ingegneria genetica a causa della 
sua capacità di trascrivere degli mRNA nei loro DNA 
complementari (cDNA). 
Nella trascrizione di mRNA di eucarioti, che hanno 
code di poli(A) (paragrafo 29.4A), il primer può essere 
oligo(AT). I cDNA sono stati usati, per esempio, come 
sonde nell’analisi di Southern blotting (paragrafo 28.40) 
per identificare i geni che codificano i corrispondenti 
MRNA. La sequenza di basi di un RNA può essere 
facilmente determinata mediante la sequenza del suo 
cDNA (paragrafo 28.6D). 


5. LA RIPARAZIONE DEL DNA 


513] Il DNA non è per niente quella sostanza inerte 
che potrebbe sembrare da una considerazione super- 
ficiale della stabilità del genoma. L'ambiente reattivo 
della cellula, piuttosto, la presenza di numerose s0- 
stanze tossiche, e l’esposizione a radiazioni UV o a 
radiazioni ionizzanti lo rendono passibile di numero- 
si insulti chimici che eliminano o modificano basi ed 
alterano i gruppi zucchero-fosfato. Alcune di queste 
reazioni, infatti, si verificano con frequenze sorpren- 
dentemente alte. Alle normali condizioni fisiologiche, 
per esempio, i legami glicosidici di circa 10000 nu- 
cleotidi purinici idrolizzano spontaneamente ogni gior- 
no nel genoma di ciascuna cellula umana. 

Ogni danno al DNA deve essere riparato se si vuole 
che il messaggio genetico mantenga la sua integrità. 
Una tale riparazione è possibile grazie alla intrinseca 
ridondanza di informazione del DNA duplex. L’impor- 
tanza biologica della riparazione del DNA è indica- 
ta dalla grande varietà di tali meccanismi presenti an- 
che in organismi relativamente semplici quali E. coli. 
Infatti i principali processi di riparazione del DNA in 
E. coli e nelle cellule di mammifero sono chimicamente 


aa 
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molto simili. Questi processi sono descritti in questo 
paragrafo. 


A. L'eliminazione diretta del danno 


I dimeri di pirimidine 
vengono scissi dalla fotoliasi 


{i514] La radiazione UV (200-300 nm) promuove la for- 
mazione di un anello ciclobutilico tra residui di timi- 
na adiacenti sullo stesso filamento di DNA che deter- 
mina la formazione di un dimero di timina intraca- 
tena (Fig. 31.28). Dimeri simili di citosina e di timina- 
citosina si formano allo stesso modo ma con minore 
frequenza. Questi dimeri di pirimidina provocano 
una distorsione locale della struttura a basi accoppiate 
del DNA che così non può costituire uno stampo ap- 
propriato né per la trascrizione né per la replicazione. 

I dimeri di pirimidina possono essere riportati alla 
loro forma monomerica mediante l’azione di un enzi- 
ma che assorbe la luce ed è presente in tutte le forme 
di vita, chiamato enzima di fotoriattivazione o fo- 
toliasi. L'enzima presente in E. coli (di 54 kD) si lega 
ai dimeri di pirimidina con un processo che può av- 
venire al buio e che, in seguito all’assorbimento della 
luce di lunghezza d’onda tra 300 e 500 nm da parte 
di due cofattori legati non covalentemente, una pteri- 
na e un FADH., scinde i dimeri. 


PI lo) 


cielobutilico 


- Figura 31.28 Il dimero di ciclobutiltimina che si forma in seguito ad 


irradiazione UV di due residui di timina adiacenti di un filamento di 
DNA. | legami che uniscono gli anelli di timina (in rosso) sono molto 
più corti dei normali 3,4 AÀ che distanziano gli anelli incolonnati nel 
DNA-B, e determinano quindi una distorsione locale del DNA. 
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La alchiltransferasi dealchila le basi alchilate 


[1515] L’esposizione del DNA ad agenti alchilanti qua- 
li la N-metil-N ‘-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) 


N-metil-N’-nitro-N- 
nitrosoguanidina (MNNG) 


Residuo di 0°-metilguanina 


dà origine, tra altri prodotti, a residui di O°-alchil- 
guanina. La formazione di questi derivati è altamen- 
te mutagena dato che essi determinano frequentemen- 
te l’incorporazione di una timidina anziché di una 
citosina durante la replicazione. , 

Le lesioni da 0°-metilguanina e Of-etilguanina sono 

riparate sia in E. coli che in cellule di mammifero dal- 
la 0°-metilguanina-DNA metiltransferasi, che tra- 
sferisce direttamente il gruppo alchilico incriminato 
a uno dei propri residui Cys. 
La reazione inattiva questa proteina, che quindi non 
può essere strettamente classificata come un enzima. 
La reazione della alchiltransferasi ha suscitato consi- 
derevole attenzione poiché la cancerogenesi indotta 
da agenti metilanti ed etilanti è correlata con un defi- 
citario meccanismo di riparazione delle lesioni da 
O*-alchilguanina. 


B. La riparazione per escissione 


{1516]1 dimeri di pirimidina possono anche essere ri- 
parati con un processo noto come riparazione per 
escissione. In questo sistema di riparazione un oligo- 
nucleotide che contiene la lesione è escisso dal DNA 
e l’interruzione a singola elica che ne risulta viene riem- 
pita. In E. coli i dimeri di pirimidina sono riconosciuti 
da un enzima a subunità multiple, i prodotti dei geni 
uvrA, uvrB, e uvrC. Questa endonucleasi uvrABC 
taglia con una reazione dipendente da ATP il filamento 
di DNA contenente il dimero in corrispondenza del- 
l'ottavo e del quarto legame fosfodiestere rispettiva- 
mente al 5’ e 3’ del dimero (Fig. 31.29). L’oligonu- 
cleotide escisso è rimpiazzato mediante l’azione di una 
DNA polimerasi, probabilmente Pol I, seguita da quella 
di una DNA ligasi. 

L’endonucleasi uvrABC elimina altri tipi di lesione 
del DNA oltre ai dimeri di pirimidina. Queste altera- 
zioni sono caratterizzate dallo spostamento di basi dalla 
loro posizione normale, come accade con i dimeri di 


Figura 31.29 Il meccanismo di riparazione per escissione di fotodimeri 
di pirimidina. (Fonte: HaseLtINE, W. A., Cell, 33, p. 15, 1983.) 


pirimidina, o dall’aggiunta a una base di un sostituen- 
te voluminoso. Evidentemente l’endonucleasi uvrABC 
è attivata dalla distorsione dell’elica piuttosto che dal 


x riconoscimento di un gruppo particolare. 


Lo xeroderma pigmentoso è determinato 
da un difetto genetico del meccanismo 
di riparazione per escissione 


[1517] Nell'uomo, la rara malattia ereditaria xeroder- 
ma pigmentoso (dal greco xeros, asciutto + derma, 
pelle) è il risultato dell’incapacità delle cellule della 
pelle di riparare le lesioni al DNA indotte dalle radia- 
zioni UV. Gli individui che soffrono di questa malat- 
tia genetica autosomica recessiva sono estremamente 
sensibili alla luce del Sole. Durante l'infanzia essi svi- 
luppano notevoli modificazioni della pelle quali sec- 
chezza, pigmentazione irregolare e cheratosi (un tipo 
di tumore cutaneo), oltre a danni oculari come opa- 
cizzazione e ulcerazione della cornea; alla fine, svi- 
luppano tumori cutanei fatali. 

Fibroblasti coltivati derivati dalla cute di individui 
affetti da xeroderma pigmentoso presentano un defi- 
cit del meccanismo di riparazione per escissione dei 
dimeri di pirimidina. Esperimenti di fusione cellulare 
con cellule coltivate derivate da vari pazienti hanno 
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Capitolo 31 


mamente sensibile alla radiazione UV) che nella ri- 
combinazione genetica. Prenderemo in considerazio- 


ne il meccanismo della ricombinazione nel paragra- 
fo 31.6A. 


D. La risposta SOS 


[1521] Gli agenti che danneggiano il DNA, come le 
radiazioni UV, gli agenti alchilanti e gli agenti che 
inducono legami crociati, attivano in E. coli un com- 
plesso sistema di modificazioni cellulari conosciuto 
come la risposta SOS. E. coli sottoposti a questi trat- 
tamenti cessano di dividersi e aumentano la loro ca- 
pacità di riparare il DNA. 


La proteina LexA reprime la risposta SOS 


[1522] Indizi a proposito della natura della risposta SOS 
sono venuti dall’osservazione che dei mutanti di 
E. coli per i geni recA o lerA presentano la risposta 
SOS permanentemente attivata. Inoltre, quando E. coli 
di ceppo nativo sono esposti ad agenti che danneg- 
giano il DNA o inibiscono la replicazione del DNA, 
la loro RecA media specificamente il taglio proteoli- 
tico della proteina LexA (22 kD) in corrispondenza 
di un legame Ala-Gly. RecA viene così attivata, per 
lo meno in vitro, quando si lega a DNA a singola 
elica (era stato inizialmente assunto che RecA pro- 
teolizzasse direttamente Lex A, ma esperimenti suc- 
cessivi di John Little hanno dimostrato che la protei- 
na RecA attivata stimola LexA a tagliare se stessa). 
Ulteriori analisi genetiche hanno indicato che LexA 
agisce come repressore di un certo numero di opero- 
ni compresi quelli di recA e lerA. Cynthia Kenyon 
ha identificato altri operoni controllati da LexA inse- 
rendo il gene lacZ (che codifica la B-galattosidasi; pa- 
ragrafo 29.1A) in posizioni scelte a caso del cromoso- 
ma di E. coli ed esaminando i cloni che mostravano 
una aumentata attività della 8-galattosidasi in pre- 
senza di agenti che danneggiano il DNA. 11 geni, 
compresi i geni uvrA e uvrB del meccanismo di ripa- 
razione per escissione, non funzionano in questi clo- 
ni (i geni sono inattivati dall’inserzione di lacZ). Ana- 
lisi della sequenza del DNA dei geni soggetti a re- 
pressione da parte di LexA mostrano che essi sono 
tutti preceduti da una sequenza omologa di 20 nu- 
cleotidi, la cosiddetta SOS box, che ha la simmetria 
palindromica caratteristica degli operatori (paragra- 
fo 29.3). È stato dimostrato infatti che LexA si lega 
direttamente alle SOS box di recA e di lerA. 

La suddetta informazione suggerisce un modello 
per la regolazione della risposta SOS (Fig. 31.32). Du- 
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rante la crescita normale, LexA reprime notevolmen- 
te l’espressione dei geni SOS. Quando però il danno 
al DNA è stato sufficiente a produrre interruzioni 
postreplicazione, questo DNA a singolo filamento si 
lega a RecA stimolando la autodigestione di LexA. 
I geni sensibili alla repressione da parte di LexA so- 
no, di conseguenza, derepressi mentre viene indotta 
la sintesi delle proteine SOS, Lex A compresa (anche 
se questo repressore continua ad essere digerito sot- 
to l'influenza di RecA). Quando sono state eliminate 
le lesioni del DNA, RecA cessa di stimolare la auto- 
proteolisi di LexA. LexA di nuova sintesi può quindi 
funzionare come repressore, il che permette alla cel- 
lula di ritornare alla normalità. 


La riparazione mediante il sistema SOS 
è prona all’errore 


[323] La riparazione mediante il sistema SOS è un 
processo che tende all’errore ed è quindi mutageno. 
Il danno al DNA, però, che normalmente attiva la 
risposta SOS non è mutageno negli E. coli recA© che 
sopravvivono. Questo è dovuto al fatto che il sistema 
di riparazione da meccanismo SOS integro sostituirà 
le basi in corrispondenza della alterazione del DNA 
anche quando non ci sono informazioni su quali fos- 
sero le basi originariamente presenti (tramite un pro- 
cesso scarsamente caratterizzato che coinvolge i pro- 
dotti dei geni SOS umuC e umubD oltre a RecA). Il 
meccanismo di riparazione mediante il sistema SOS 
è quindi un testimone del fatto che la sopravvivenza 
anche con la possibilità di perdita di una data fun- 
zione (ma anche di guadagno di nuove funzioni) è 
più vantaggiosa, in senso darwiniano, della morte. 


E. L'identificazione di cancerogeni 


[isz4] Si sa che molte forme di cancro sono causate 
dall’esposizione a determinati agenti chimici che so- 
no quindi noti come cancerogeni. Si stima che circa 
180% delle neoplasie umane abbia questa origine. Ci 
sono notevoli evidenze che l’evento primario nella 
cancerogenesi sia spesso un danno al DNA (la cance- 
rogenesi è discussa nel paragrafo 33.4C). È di conse- 
guenza anche probabile che i cancerogeni inducano 
nei batteri la risposta SOS e quindi agiscano comé 
agenti mutageni indiretti. C'è un'alta correlazione in- 
fatti tra cancerogenesi e mutagenesi (ricordate, per 
esempio, la progressione dello reroderma pigmento- 
so; paragrafo 31.5B). 

Attualmente ci sono circa 60 000 composti chimici 
prodotti dall’uomo di importanza commerciale e cir- 
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Stato non indotto 


Operatore 


DNA non danneggiato 


Stato indotto 
Operatore 


mRNA 


DNA danneggiato 


Figura 31.32 In una cellula in cui il DNA non sia danneggiato (in 
alto) LexA reprime ampiamente la sintesi di LexA, RecA, RecBCD, 
UvrABC e di altre proteine coinvolte nella risposta SOS. Quando c'è 
stato un esteso danno al DNA (in basso) RecA viene attivata dal lega- 
me col DNA a singola elica che ne deriva e stimola l’autodigestione 
di LexA. La conseguente sintesi delle proteine SOS ha come risultato 
la riparazione del danno al DNA. 


ca 1000 nuovi composti vengono introdotti ogni an- 
no. I classici test di cancerogenicità su animali, cioè 
l’esposizione di ratti o topi ad alti livelli della sostan- 
za sospettata di cancerogenicità e l’analisi dell’insor- 
genza di tumore, sono dispendiosi e hanno bisogno 
di circa 3 anni per essere completati. Di conseguenza 
sono relativamente poche le sostanze che sono state 
analizzate in questo modo. 


Replicazione, riparazione e ricombinazione del DNA 


Agli altri geni 
controllati da LexA 


LexA si lega agli operatori, 
reprimendo la sintesi delle 
proteine coinvolte nella 
risposta SOS 


LexA tagliata 


RecA attivata 


I test di Ames nell’analisi 
della probabile cancerogenicità 


[1525] Bruce Ames ha escogitato un test di canceroge- 
nicità su batteri rapido ed efficace che si basa sull’al- 
ta correlazione tra cancerogenesi e mutagenesi. Egli 
ha costruito ceppi campione di Salmonella typhimu- 
rium che sono his? (non possono cioè sintetizzare 
istidina e non sono quindi in grado di crescere in 
sua assenza), hanno un rivestimento cellulare che è 
privo dello strato di lipopolisaccaridi che rende la 
normale Salmonella impermeabile a molte sostanze 
(paragrafo 10.3B) ed hanno inattivato il sistema di 
riparazione per escissione. In questi ceppi la muta- 
genesi è indicata dal loro ritorno al fenotipo his*. 

Nel test di Ames circa 10° batteri del ceppo cam- 
pione sono seminati su di una piastra di coltura pri- 
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Figura 31.35 Un modello molecolare che indica che le connessioni 
tra due duplex di DNA durante il crossover possono essere fatte sen- 
za significative distorsioni molecolari. (Fonte: Sicat, N. e ALBERTS, B., 
|. Mol. Biol., 71, p. 792, 1972. Copyright © 1972 Academic Press, inc.) 


1. Il taglio dei filamenti che non si sono incrociati 
scambia le estremità dei duplex originari per for- 
mare, dopo saldatura dell’interruzione, la tradi 
zionale molecola di DNA ricombinante (ramo de- 
stro della Fig. 31.34j e DÌ. 

2. Il taglio dei filamenti che sì sono incrociati scam- 
bia un paio di segmenti omologhi a filamento sin- 
golo (ramo sinistro della Fig. 31.34j e D). 


La ricombinazione del DNA duplex circolare ha co- 
me risultato i tipi di struttura schematizzati nella Fig. 
31.36. La dimostrazione al microscopio elettronico del- 
l’esistenza delle postulate strutture di tipo «figura a 
8» è evidente nella Fig. 31.37a. È stato dimostrato che 
queste strutture di tipo «figura a 8» non sono solo 
cerchi arrotolati mediante la digestione con un enzi- 
ma di restrizione in modo da originare strutture 
a Chi (per la loro somiglianza con la lettera greca 


x) come quelle mostrate nella Fig. 31.37b. 


In E. coli la ricombinazione generale 


è catalizzata da RecA 


1530] L'osservazione che E. coli recA” hanno una 
frequenza di ricombinazione inferiore di 104 volte 
rispetto al ceppo nativo indica che la proteina RecA 
svolge una funzione importante nella ricombinazio- 
ne. RecA, infatti, aumenta enormemente il ritmo a 
cui i filamenti complementari rinaturano in vitro. 
Questa proteina versatile (ricordate che essa stimola 
anche la autoproteolisi di LexA dando il via alla ri- 
sposta SOS; paragrafo 31.5D) copre il DNA a singolo 
filamento formando un'elica destrorsa di 120 À di 


E 


Figura 31.36 La ricombinazione generale tra due doppie eliche di DNA 
circolari. Questo processo può dare origine sia a due cerchi delle stesse 
dimensioni dell'originale che ad un singolo cerchio composito. 


diametro in cui ciascun monomero di RecA si lega pro- 
babilmente a quattro nucleotidi (Fig. 31.38). La forma- 
zione di questo complesso stimola RecA a legare an- 
che il DNA duplex, e a percorrerlo unidirezionalmen- 
te cercando un segmento che sia complementare al 
DNA a singolo filamento. Nel far ciò, RecA svolge il 
duplex portandolo da un passo di 10,5 bp/giro caratte- 
ristico del DNA-B ad un passo di 18,6 bp/giro. In segui- 
to all’incontro con un segmento complementare, RecA 
svolge ulteriormente il duplex e, con una reazione s0- 
stenuta dall’idrolisi di ATP catalizzata da RecA, scam- 
bia il DNA a singolo filamento con il filamento corri- 
spondente sul duplex (Fig. 31.39). La Fig. 31.40 illustra 
un modello di come RecA potrebbe funzionare. 
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(b) 


Figura 31.37 Fotografie al microscopio elettronico di intermedi nella 
ricombinazione generale di due plasmidi. (a) Una struttura di tipo 
figura a 8. Questa corrisponde alla Fig. 31.36d. (b) Una struttura a 
Chi che deriva dal trattamento di una struttura del tipo figura a 8 
con una endonucleasi di restrizione. Notate le connessioni a singolo 
filamento nella regione di crossing over. (Per gentile concessione di 
David Dressler e Huntington Potter, Harvard Medical School.) 


Figura 31.38 Fotografia al microscopio a scansione con effetto tunnel 
della proteina RecA sotto forma di complesso col DNA. Le frecce 
grosse indicano un complesso RecA-DNA; le frecce piccole indicano 
DNA libero. Le barre indicano una distanza di 20 nm in ciascuna 
direzione. Le striature nel complesso RecA-DNA derivano dal passo 
di 10 nm di questa struttura ad elica. (Fonte: AMREIN, R., STASIAK, A., 
Gross, H., Stott, E. e TRAVAGLINI, G., Science, 240, p. 515, 1988. 
Copyright © 1988 American Society for the Advancement of Science.) 
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Figura 31.39 L'assimilazione di un filamento singolo in un DNA a 
doppia elica catalizzata da RecA. Perché avvenga questo processo 
uno dei filamenti deve avere un'estremità libera. 
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Capitolo 31 


B. La trasposizione 


[1532] Nei primi anni 50 Barbara MccClintock riferì, 
sulla base di analisi genetiche, che i variegati schemi 
di pigmentazione dei chicchi di mais derivano dal- 
l’azione di elementi genetici che possono muoversi 
lungo il genoma del mais. Questa proposta fu bella- 
mente ignorata poiché era contraria a ciò che allora 
rappresentava l’ortodossia genetica, cioè che i cro- 
mosomi consistono di geni collegati in un ordine fis- 
so. Dovevano passare altri 20 anni prima che fosse 
trovata l'evidenza degli elementi genetici mobili in 
un altro organismo, E. coli. 


I trasposoni muovono i geni tra siti non correlati 


533] Ora si sa che gli elementi di trasposizione 
o trasposoni sono comuni sia nei procarioti che negli 
eucarioti dove influenzano, a corto raggio, la varia- 
zione dell’espressione del fenotipo e, a lungo raggio, 
lo sviluppo evoluzionistico. Ciascun trasposone codi- 
fica gli enzimi che lo inseriscono specificamente nel 
DNA ricevente. Questo processo è stato descritto co- 
me ricombinazione illegittima poiché non richie- 
de omologia tra i DNA donatore e ricevente. Contra- 
riamente alla ricombinazione generale, però, la tra- 
sposizione è un processo notevolmente inefficiente: 
avviene con una frequenza di solo da 107‘ a 107% 
eventi per generazione. 

Sono stati caratterizzati trasposoni con tre livelli 
di complessità: 


1. I trasposoni più semplici, nonché i primi ad esse- 
re stati caratterizzati, sono chiamati sequenze di 
inserzione o elementi IS. Essi sono designati con 
«IS» seguito da un numero di identificazione. Gli 
elementi IS sono normali costituenti dei cromoso- 
mi batterici e dei plasmidi. Per esempio, un cep- 
po comune di E. coli ha otto copie di IS1 e cinque 
copie di IS2. Gli elementi IS sono costituiti gene- 
ralmente da meno di 2000 bp. Queste basi com- 
prendono il cosiddetto gene della trasposasi e, 
in alcuni casi, un gene regolatorio, fiancheggiato 
da corte sequenze ripetute invertite (che hanno 
orientamento opposto) terminali (Fig. 31.44 e Ta- 
bella 31.6). Le sequenze ripetute invertite sono es- 
senziali per la trasposizione; la loro alterazione 
genetica blocca invariabilmente questo processo. 
Un elemento IS inserito è fiancheggiato da un seg- 
mento ripetuto diretto (che ha lo stesso orienta- 
mento) di DNA ricevente (Fig. 31.44). Questo sug- 
gerisce che un elemento IS sia inserito nel DNA 
ricevente in corrispondenza di un taglio sfalsato 


1532) (1533) 
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mmortenena 


1:23 45, celere sei C.D «.. 
CDI + «è 


+ 0 + RSBESEDI 1'2'3'4°5' + 0000000 54321 (Rd 
Sequenza Sequenza 
bersaglio lemento IS bersaglio 


Figura 31.44 Gli elementi IS così come altri trasposoni presentano 
sequenze terminali ripetute invertite (numeri) e sono fiancheggiati da 
sequenze ripetute dirette della sequenza bersaglio presente sul DNA 
dell'ospite (lettere). 


Tabella 31.6 Proprietà di alcuni degli elementi di inserzione 


uenze dirette 
i E Pa gra bersaglio 

inserzione p invertite (bp) (bp) 
E rn —__22z2zzZzwum—€_w®=T>Ty>__l!_ _é_n&2sszzu® 
IS] 768 23 9 
{S2 1327 41 5 
1S4 1428 18 110 12 
{S5 1195 16 4 


Fonte: Lewis, 8B., Genes, 3° ed., p. 591, Wiley, 1987, Trad. it. della 2° ed.: 
Il gene, Zanichelli, 1985. 


Taglio sfalsato nel 
DNA ospite } 


Trasposone 
ni _» 
IR IR 
Sequenza 
ripetuta 


invertita 


Figura 31.45 Un modello per la generazione di sequenze ripetute 
dirette come sequenza bersaglio ad opera dell'inserzione di un tra- 
sposone. 
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che viene più tardi riempito (Fig. 31.45). La lun- 
ghezza di questa sequenza bersaglio, frequente- 
mente da 5 a 9 bp, ma non la sua sequenza, è 
caratteristica dell'elemento IS. 

2. I trasposoni più complessi portano geni non coin- 
volti nel processo di trasposizione, per esempio i 
geni per la antibiotico-resistenza. Questi trasposo- 
ni sono designati con «Tn» seguito da un numero 
di identificazione. Tn3, per esempio (Fig. 31.46), 
consiste di 4957 bp e presenta sequenze ripetute 
invertite terminali di 38 bp ciascuna. La regione 
centrale di Tn3 codifica tre proteine: (1) una tra- 
sposasi di 1015 residui chiamata TnpA; (2) una 
proteina di 185 residui nota come TnoR, che fun- 
ziona tanto come un repressore per l’espressione 
sia di tnpA che di tnpR quanto come un mediato- 
re della reazione di ricombinazione sito-specifica 
necessaria per la trasposizione (vedi più avanti); 
e (3) una B-lattamasi che inattiva l’ampicillina 
(paragrafo 10.3B). La ricombinazione sito-specifica 
avviene in regioni ricche di AT note come siti 
di risoluzione interni che sono localizzati tra 
tnpA e tnpR. 

3. I cosiddetti trasposoni compositi (Fig. 31.47) con- 
sistono di una regione centrale contenente i geni 
fiancheggiata da due moduli, simili a IS, identici 


Sequenza Sequenza 
ripetuta Sito di risoluzione ripetuta 
invertita interno invertita 


Trasposasi 


B-lattamasi 


Repressore e 
resolvasi 


Figura 31.46 Una mappa del trasposone Tn3. 


Sequenze Sequenze 
ripetute ripetute 
invertite invertite 


Figura 31.47 Un trasposone composito consiste di due moduli simili 
a IS identici o quasi identici (in verde) che fiancheggiano una regione 
centrale che trasporta diversi geni. | moduli simili a IS possono avere 
un orientamento relativo diretto (a) o invertito (b). 
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Trasposone 


e E Zi 
Molte 
generazioni 


Batterio 


Figura 31.48 La trasposizione inserisce una copia del trasposone nel 
sito bersaglio mentre un’altra copia rimane nel sito donatore. 


o quasi identici che hanno o lo stesso orientamen- 
to relativo o un orientamento invertito. Sembra 
quindi che i trasposoni compositi abbiano avuto 
origine dall’associazione di due elementi IS origi- 
nariamente indipendenti. Poiché i moduli IS-simili 
sono essi stessi fiancheggiati da sequenze ripetu- 
te invertite, le estremità di ciascun tipo di traspo- 
sone composito devono essere esse stesse delle se- 
quenze ripetute invertite. Dati sperimentali dimo- 
strano che i trasposoni compositi possono sposta- 


re qualunque sequenza di DNA nella loro regio- 
ne centrale. 


Se un plasmide che porta un trasposone viene intro- 
dotto in una cellula batterica che possiede un plasmi- 
de privo del trasposone, in alcune delle cellule della 
progenie entrambi i tipi di plasmide conterranno il 
trasposone (Fig. 31.48). Evidentemente, la trasposi- 
zione coinvolge la replicazione del trasposone nel pla- 
smide ricevente piuttosto che, come suggerivano pre- 
cedenti esperimenti, il suo trasferimento dal donato- 
re al ricevente. In questo caso la parola «trasposizio- 


x À 


ne» non è appropriata. 


Un possibile meccanismo di trasposizione 


[1534] Due plasmidi, di cui uno contenente un traspo- 
sone, si fonderanno occasionalmente formando un co- 
siddetto cointegrato contenente copie orientate allo 
stesso modo del trasposone in corrispondenza di en- 
trambe le giunzioni dei plasmidi originari (Fig. 31.49). 
Però, parte della progenie di una cellula contenente 
un cointegrato è priva del cointegrato ma contiene, 
invece, entrambi i plasmidi originari, ciascuno con 
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1124 Capitolo 31 


Promotore 
H2-rh1 


Li 


Sequenza 


ripetuta 
invertita (IR) “i 
d00 
PAR ® ® ®® Repressore 
Proteina Hin Flagellina H2 


an 
Inattivo 


Inattivo 


Flagellina H1 


Figura 31.52 Il meccanismo della variazione di fase nella Salmonel- 
la. (a) Nei batteri in Fase 2 il promotore H2-rh] è orientato in modo 
che siano sintetizzati la flagellina H2 e il repressore. Il repressore 
si lega al gene H7 bloccandone l'espressione. (b) Nei batteri in Fase 
1 il segmento che precede l’unità di trascrizione H2-ch1 risulta inver- 
tito rispetto al suo orientamento relativo nei batteri in Fase 2. Questa 
unità dì trascrizione non può quindi essere espressa perché risulta 
priva di un promotore. Questo fatto sblocca la repressione su HI 
e determina quindi la sintesi di flagellina H1. L'inversione del seg- 
mento che precede l’unità di trascrizione H2-ch1 è mediata dalla 
proteina Hin che viene espressa qualunque sia l'orientamento dal 
gene hin. 


tizzata H1. Melvin Simon ha dimostrato che l’espres- 
sione dell’unità H2-rh1 è controllata dall’orientamen- 
to di un segmento di 995 bp che risiede a monte di 
H2 (Fig. 31.52). Questo segmento, che è fiancheggia- 
to da sequenze ripetute invertite di 14 bp, contiene 
un promotore per l’espressione di H2-rh1. Esso con- 
tiene anche il gene hin che codifica una resolvasi 
che media l'inversione del segmento di DNA median- 
te un meccanismo simile a quello schematizzato nel- 
la Fig. 31.51a (infatti, la proteina Hin è al 33% omolo- 
ga a TnpR, il che indica che queste proteine hanno 
un progenitore comune). Nell’orientamento della Fa- 
se 2 (Fig. 31.52a), il promotore orientato in modo ap- 
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propriato è appena a monte di H2 così che questo 
gene e rhi sono espressi in modo coordinato, repri- 
mendo quindi la sintesi di H1. Nei batteri in Fase 
1 (Fig. 31.52b), tuttavia, questo segmento ha l’orien- 
tamento opposto. Di conseguenza non sono espressi 
né H2 né rh1, che quindi è privo di un promotore, 
così che viene sintetizzata H1. 


Negli eucarioti la trasposizione 
avviene mediante intermedi di RNA 


Gi537]1 trasposoni sono presenti in eucarioti distanti 
tra di loro come il lievito, il mais e i moscerini della 
frutta. Circa il 3% del genoma della Drosophila, in- 
fatti, consiste di trasposoni in vari siti. 

La somiglianza tra la sequenza di basi di molti tra- 
sposoni degli eucarioti e dei genomi retrovirali (e la 
loro diversità dai trasposoni dei batteri) suggerisce 
che questi trasposoni siano retrovirus degenerati. Es- 
si sono quindi chiamati retrotrasposoni. Ci sono 
chiare evidenze che i retrotrasposoni sono spostati 
con un processo a tre stadi che richiede: (1) la loro 
trascrizione in RNA, (2) la copiatura di questo RNA 
in DNA mediata dalla trascrittasi inversa (paragrafo 
31.4C), e (3) l'inserzione casuale di questo DNA nel 
genoma dell’organismo ospite (il ciclo vitale dei re- 
trovirus coinvolge l’integrazione, l'inserzione, del 
DNA virale nel genoma dell’ospite con un sistema 
che assomiglia a quello descritto nel paragrafo 32.3C 
per il batteriofago \). Gerald Fink ha rimodellato Ty, 
l'elemento mobile più comune nel lievito (circa 35 
copie di questo elemento di 5,9 kb sono presenti nel 
genoma del lievito; Ty sta per trasposone di lievito, 
veast), in modo da contenere un introne di lievito 
e da essere preceduto da un promotore di lievito sen- 
sibile al galattosio. Quando questo elemento Ty ri 
modellato è stato inserito in un genoma di lievito, 
la sua velocità di trasposizione è variata col variare 
della concentrazione di galattosio nel mezzo e gli ele- 
menti trasposti sono risultati tutti privi dell’introne: 
questo indica che la trasposizione avviene tramite un 
intermedio di RNA. 

Inoltre, delle due proteine codificate da Ty, una 
assomiglia a una proteina componente le particelle 
retrovirali mentre l’altra è omologa alla trascrittasi 
inversa retrovirale. Queste due proteine, infatti, as- 
sieme a RNA e DNA di Ty formano particelle simili 
a virus nel citoplasma di lievito. L'elemento Ty e 
presumibilmente altri trasposoni possono quindi es- 
sere considerati dei «virus interni» che possono muo- 
versi solo all’interno di un genoma, anche se a ritmi 
molto bassi se paragonati a quelli delle vere infezio- 
ni virali. 


1538) (1539) [1540] 


Replicazione, riparazione e ricombinazione del DNA 
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7. LA METILAZIONE DEL DNA 


1538]I residui A e C del DNA possono essere metila- 
ti, secondo uno schema specie-specifico, per formare 
residui di N°-metiladenina e 5-metilcitosina ri- 
spettivamente. 


ed 


ZN_-N 
È» Al 
LL 


Residuo di N 5-metiladenina Residuo di 5-metilcitosina 


Questi sono gli unici tipi di modificazione a cui va 
soggetto il DNA negli organismi cellulari (anche se 
tutti i residui C dei DNA dei fagi T-pari sono conver- 
titi a residui di 5-idrossimetilcitosina, 


NHy 


NI 


LI) 


Residuo di 5-idrossimetilcitosina 


ché può a sua volta essere glicosilata). Questi gruppi 
metilici sporgono nella scanalatura principale del 
DNA-B dove possono interagire con proteine leganti 
il DNA. Nella maggior parte delle cellule sono meti- 
late solo una piccola parte delle basi suscettibili an- 
che se questo numero aumenta a più del 30% dei 
residui C in alcune piante. 

I DNA batterici sono metilati ai loro individuali siti 
di restrizione impedendo così alle corrispondenti en- 
donucleasi di restrizione di degradare il DNA (para- 
grafo 28.6A). Questo fenomeno, però, rende conto 
di solo una parte della metilazione del DNA batteri- 
co. In E. coli la maggior parte della metilazione del 
DNA è catalizzata dai prodotti dei geni dam e dem. 
La metilasi Dam metila i residui A di tutte le se- 
quenze GATC, mentre la metilasi Dom metila en- 
trambi i residui C di CCA/TGG. Notate come entram- 
be queste sequenze siano palindromiche. I suddetti 
enzimi, come tutte le DNA metilasi note, usano 
S-adenosilmetionina come loro donatore di metili. 


La riparazione del disappaiamento 


1539] La metilazione del DNA nei procarioti funziona 


soprattutto nella riparazione di coppie di basi male 
appaiate. Qualunque disappaiamento replicazionale 
che abbia eluso l’attività di correzione di Pol I e di 
Pol III può ancora essere corretto mediante un pro- 
cesso noto come riparazione del disappaiamento 
(Pol I e Pol NI hanno frequenze di errore di 
1078-1077 per coppia di basi replicata ma la frequen- 
za di mutazione osservata in E. coli è di 1078-10-10 
per coppia di basi replicata). Se questo sistema mul- 
tienzimatico deve correggere gli errori anziché per- 
petuarli, deve distinguere il DNA parentale, che ha 
la base corretta, dall’elica figlia, che ha una base sba- 
gliata anche se normale. L’osservazione che E. coli 
dam? hanno una frequenza di mutazioni più alta 
dei batteri di ceppo nativo suggerisce come venga 
fatta questa distinzione. Un’elica figlia appena repli- 
cata è meno metilata del corrispondente filamento 
parentale perché la metilazione del DNA avviene in 
ritardo rispetto alla sintesi. Esperimenti con DNA 
campione hanno dimostrato che il sistema di ripara- 
zione dei disappaiamenti sostituisce un filamento non 
metilato tra un disappaiamento e un sito adiacente 
(lontano fino a —1000 bp) metilato a metà. 


La metilazione del DNA negli eucarioti 
può funzionare nella regolazione genica 


[1540] La 5-metilcitosina ("C) è la sola base metilata 
nella maggior parte del DNA degli eucarioti, com- 
preso quello dei vertebrati. Questa modificazione è 
ampiamente presente nel dinucleotide CG di varie 
sequenze palindromiche (CG è presente nel genoma 
dei vertebrati a solo circa un quinto della frequenza 
che ci si aspetterebbe dalla sua distribuzione casua- 
le). Il grado e lo schema di metilazione del DNA de- 
gli eucarioti sono convenientemente analizzati me- 
diante comparazione dei Southern blotting ottenuti 
da DNA digerito con le endonucleasi di restrizione 
Hpall (che taglia CCGG ma non CPCGG) e Mspil (che 
taglia entrambi). Questi studi indicano che la metila- 
zione del DNA degli eucarioti varia con le specie, 
i tessuti e la posizione lungo un cromosoma. 

Ci sono considerevoli evidenze circostanziali che 
la metilazione del DNA blocchi l’espressione dei geni 
degli eucarioti, in particolare quando avviene nelle re- 
gioni di controllo a monte delle sequenze trascritte 
di un gene. I geni della globina, per esempio, sono 
meno metilati nelle cellule eritroidi di quanto lo sia- 
no nelle cellule non eritroidi e, infatti, la metilazione 
specifica della regione di controllo in un gene della 
globina ricombinante inibisce la sua trascrizione nel- 
le cellule transfettate. A ulteriore sostegno dell’effetto 
inibitorio della metilazione del DNA c’è l’osservazio- 
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(h) Adenovirus 


Figura 32.1 Fotografie al microscopio elettronico di una selezione 
di virus. TMV, MS2, TBSV e il virus dell'influenza sono virus a RNA 
a singolo filamento; $X174 è un virus a DNA a singolo filamento, 
e ), T4, SV40 e adenovirus sono virus a DNA a doppio filamento. 
Il batteriofago M13, un colifago filamentoso a DNA a singolo fila- 
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(f) Bacteriophage A 
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(i) Influenza virus 


mento, è mostrato nella Fig. 28.62. ((a)-(d) e (f)-(î) per gentile conces- 
sione di Robley Williams, University of California, Berkeley e Harold 
Fisher, University of Rhode Island; (e) per gentile concessione di john 
Finch, Cambridge University.) 
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2. Nei virus sferici (paragrafo 32.2) le proteine del 
capside si aggregano dando origine ad un guscio 
poliedrico chiuso. 


In entrambi i casi l’acido nucleico virale risiede nel- 
la regione centrale del capside. In molti altri virus le 
subunità del rivestimento proteico possono essere «de- 
corate» da altre proteine così che il capside presenta 
spigolature e, nei batteriofagi più grandi, una coda 
complessa. Queste strutture sono coinvolte nel rico- 
noscimento della cellula ospite e nel trasferimento 
al suo interno dell’acido nucleico virale. La Fig. 32.1 
è una raccolta di virus di varie dimensioni e morfo- 
logie. 

I virus, per la loro grande semplicità paragonata 
alla complessità delle cellule, sono sia strumenti ine- 
stimabili per lo studio della struttura e della funzio- 

: ne genica, sia il nostro modello meglio caratterizzato 

per lo studio dell’assemblaggio di strutture biologi- 
che. Anche se tutti i virus usano i ribosomi e altri 
fattori dell’ospite deputati alla sintesi proteica basata 
sull’RNA, i loro modi di replicare il genoma sono 
molto più vari di quelli riscontrabili nella vita cellu- 
lare. Contrariamente alle cellule in cui le molecole 
depositarie dell’ereditarietà sono invariabilmente 
DNA a doppia elica, i virus possono contenere DNA 
a singola elica, DNA a doppia elica o RNA. Nei virus 
ad RNA, l’RNA virale può essere replicato diretta- 
mente o funzionare come stampo per la sintesi di 
DNA. L’RNA di virus a RNA a singola elica può rap- 
presentare il filamento positivo (cioè l’'mRNA) o il 
filamento negativo (complementare all’mRNA). Il 
DNA virale può essere replicato in modo autonomo 
o essere inserito nel cromosoma dell’ospite per esse- 
re replicato con il DNA dell’ospite. Il DNA dei virus 
degli eucarioti può essere replicato e trascritto nel 
nucleo della cellula ad opera di enzimi cellulari op- 
pure nel citoplasma ad opera di enzimi codificati dal 
virus. Infatti, nel caso di virus ad RNA «negativo», 
gli enzimi che mediano la trascrizione dell'RNA vi- 
rale devono essere portati dal virione poiché la mag- 
gior parte delle cellule non ha la capacità di trascri- 
vere l’RNA. 

In questo capitolo vengono prese in considerazio- 
ne la struttura e la biologia di numerosi virus diver- 
si. Prenderemo in esame principalmente il virus del 
mosaico del tabacco (TMV), un virus a RNA; il 
virus del nanismo a cespuglio del pomodoro 
CTBSV), un virus sferico a RNA; il virus della scre- 
ziatura del baccello del fagiolo (BPMV), un vi 
rus a RNA; il parvovirus canino (CPV), un virus 
a RNA; il virus batterico MS2, un batteriofago a 
RNA; il batteriofago \, un batteriofago a DNA prov- 
visto di coda; e il virus dell’influenza, un virus 


a RNA dotato di rivestimento derivato dalla mem- 
brana dell’ospite. Sono stati scelti questi esempi per 
illustrare importanti aspetti della struttura, dell’as- 
semblaggio, della genetica molecolare e della strate- 
gia evoluzionistica dei virus. Gran parte di queste 
informazioni è rilevante ai fini della comprensione 
dei fenomeni cellulari corrispondenti. Il capitolo fini- 
sce con una discussione degli agenti patogeni sub- 
virali, agenti infettivi scoperti di recente che sono 
ancora più semplici dei virus. 


1. IL VIRUS 
DEL MOSAICO DEL TABACCO 


{545]Il virus del mosaico del tabacco (TMV) deter- 
mina la formazione di chiazze decolorate sulle foglie 
della pianta del tabacco e di molte altre piante. È sta- 
to il primo virus ad essere scoperto (da Dimitri Iwa- 
nowsky nel 1892), il primo virus ad essere isolato 
(da Wendell Stanley nel 1935) e ancora oggi è il virus 
più studiato e meglio caratterizzato dal punto di vi- 
sta della struttura e dell’assemblaggio. In questo pa- 
ragrafo discuteremo di questi aspetti di TMV. 


A. La struttura 


1546] TMV è una particella a forma di bastoncino (Fig. 
32.1a) lunga -3000 A, del diametro di 180 A, con 


Figura 32.2 Un modello di TMV che illustra l’organizzazione ad elica 
delle subunità proteiche del capside e della molecola di RNA. L'RNA 
è rappresentato dalla catena rossa esposta sulla cima dell'elica virale. 
Sono mostrati solo 18 giri (415 A) dell'elica di TMV, che rappresenta- 
no — 14% dell'intera struttura a bastoncino di TMV. (Per gentile con- 
cessione di Gerald Stubbs e Keiichi Namba, Vanderbilt University 
e Donald Caspar, Brandeis University.) i 
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come dimostrato da studi mediante NMR. Nel virus, 
invece, l’ansa adotta una conformazione definita che 
comprende una breve a-elica che corre parallela al- 
l’asse del virus (V nella Fig. 32.5). Questo cambia- 
mento conformazionale, come vedremo, è un aspet- 
to importante dell’assemblaggio del virus. 

Nel virus, l’RNA è avvolto ad elica tra le subunità 
del rivestimento proteico con un raggio di — 40 À. 
La tripletta di basi che si lega a ciascuna subunità 
forma una struttura ad artiglio intorno a una delle 
eliche radiali (LR nella Fig. 32.5) in cui ogni base oc- 
cupa una tasca idrofobica. I residui Arg 90 e 92, che 
sono invarianti negli svariati ceppi noti di TMV e 
che fanno parte del disco e dell’ansa disordinata del- 


< 


180 À 
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Figura 32.6 Visione dall'alto di 17 subunità di proteine del capside 
di TMV, che rappresentano poco più di un giro dell'elica, sotto forma 
di complesso con un segmento di RNA di 33 nucleotidi. La proteina 
è rappresentata tramite i suoi atomi C_, schematizzata come baston- 
cini elicoidali continui dal diametro di 2,5 À, con le sue catene latera- 
li acide (Asp e Glu) in rosso e le sue catene laterali basiche (Arg 
e Lys) in blu. Notate come le catene laterali acide formino un'elica 
dal raggio di 25 À che marca la cavità interna del virione mentre 
le catene laterali basiche formano un'elica dal raggio di 40 A che 
interagisce con la catena anionica di zuccheri e fosfati dell'RNA. (Per 
gentile concessione di Gerald Stubbs e Keiichi Namba, Vanderbilt 
University e Donald Caspar, Brandeis University.) 


Figura 32.7 La struttura del disco proteico di TMV in sezione trasver- 
sa, con le catene polipeptidiche illustrate mediante il diagramma a 
nastro. Le regioni flessibili sono anse disordinate di catena polipepti- 
dica e non sono quindi visibili nella struttura del disco determinata 
ai raggi X. Gli anelli proteici incolonnati interagiscono a livello del 
loro contorno esterno mediante un sistema di ponti salini (linee ros- 
se). (Fonte: ButLER, P. ]. G. e KLuG, A., Sci. Am., 239, 5, p. 67, 1978. 
Copyright © 1978, Scientific American, Inc.) 
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la proto-elica, così come Arg 41, formano legami sa- 
lini con i gruppi fosfato dell’RNA. 


B. L'assemblaggio 


[1349] Come si assembla il virione di TMV a partire 
dall’RNA e dalle subunità della proteina del capside? 
L’assemblaggio di ogni grosso aggregato molecolare, 
quale un cristallo o un virus, avviene generalmente 
in due stadi: (1) la nucleazione, cioè l’aggregazione 
in gran parte casuale di subunità che vanno a for- 
mare un complesso di nucleazione quasi stabile, che 
è quasi sempre il passaggio che determina il ritmo 


ì 
i 
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del processo di assemblaggio; seguito dalla (2) cresci- 
ta, l’aggiunta cooperativa di subunità al complesso 
di nucleazione con un’organizzazione ordinata che di 
solito procede in modo relativamente rapido. Per TMV 
ci si potrebbe ragionevolmente aspettare che il com- 
plesso di nucleazione sia formato per lo meno dal- 
l’RNA virale in associazione con le 17 o 18 subunità 
necessarie a formare un giro di elica stabile, che pos- 
sa quindi crescere per accumulo di nuove subunità 
a una 0 a entrambe le estremità dell’elica. La bassa 
probabilità che un complesso di nucleazione così com- 
plicato ha di formarsi a partire dalle singole subuni- 
tà rende conto delle 6 ore di tempo necessarie per 
completare questo processo di assemblaggio in vitro. 
L’assemblaggio in vivo di TMV avviene però proba- 
bilmente molto più rapidamente. Un indizio sulla na- 
tura di questo processo in vivo è fornito dall’osserva- 
zione che se si mescolano all’RNA di TMV delle proto- 
eliche anziché delle singole subunità le particelle vi- 
rali complete si formano in 10 mifuti. Altri RNA 
non hanno questo effetto. Evidentemente, in vivo il 
complesso di nucleazione nell’assemblaggio di TMV 
è l’associazione di una proto-elica con un segmento 
specifico di RNA di TMV. (In precedenza si era as- 
sunto che il disco anziché la proto-elica formasse il 
complesso di nucleazione. È noto da allora, però, che 
il disco non si forma in condizioni fisiologiche e che 
la velocità di conversione a proto-elica in queste con- 
dizioni è troppo lenta per giustificare la velocità di 
assemblaggio di TMV.) 


L’assemblaggio di TMV avviene 
per aggiunta sequenziale di proto-eliche 


550] La regione specifica dell’RNA di TMV respon- 
sabile dell’inizio della crescita della particella virale 
è stata isolata con la tecnica ormai classica di prote- 
zione dalla nucleasi. L’RNA viene mescolato con una 
piccola quantità di proteina del capside in quantità 
sufficiente a originare un complesso di nucleazione 
ma non a sostenerne la crescita. L’RNA che non è 
protetto dalla proteina del rivestimento proteico vie- 
ne digerito dalla RNAsi, che lascia intatta solo la se- 
quenza d’inizio. Questo frammento di RNA forma 
un’ansa a forcina la cui sequenza apicale di 18 nu- 
cleotidi, AGAAGAAGUUGUUGAUGA, ha una G in 
ogni terza posizione (ricordate che ciascuna subuni- 
tà di proteina del capside lega tre nucleotidi) ma non 
ha C (Fig. 32.8). Studi di mutagenesi diretta a siti spe- 
cifici hanno confermato che questa sequenza di ini- 
zio è sufficiente a dirigere l’assemblaggio di TMV 
e che la regolare spaziatura di G e la mancanza di 
C sono importanti per questa funzione. L'alta affini- 


tà del legame di TMV con questa sequenza d’inizio 
si spiega, in parte, con l'osservazione che le subunità 
proteiche si legano ogni terzo nucleotide con l’insoli- 
ta conformazione syn e che G assume questa confor- 
mazione più facilmente di ogni altro nucleotide (pa- 
ragrafo 28.3B). La mancanza di C forse impedisce il 
coinvolgimento di queste G in appaiamenti di basi. 

Il complesso d’inizio sopradescritto si trova a 1000 
nucleotidi dall’estremità 3’ dell’RNA di TMV. Il sem- 
plice modello, quindi, di assemblaggio virale in cui 
RNA venga sequenzialmente ricoperto dalle protei- 
ne andando da un’estremità all’altra non può quindi 
essere corretto. Piuttosto, la forcina di RNA d’inizio 
deve inserirsi tra gli strati proteici della proto-elica 
a partire dalla sua cavità centrale (Fig. 32.9a). Il lega- 
me con Y’RNA, per ragioni spiegate più avanti, de- 
termina l’organizzazione dell’ansa disordinata, intrap- 
polando quindi l’RNA (Fig. 32.9b). La crescita proce- 
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Figura 32.8 Il segmento iniziatore dell'RNA di TMV. Esso probabil- 
mente forma una struttura ad uncino di basi debolmente appaiate, 
come nel disegno, che si ritiene dia inizio all’assemblaggio di TMV 
legandosi specificamente alla proto-elica della proteina del capside. 
Notate come questa regione ad ansa dell'RNA abbia un segmento 
di 18 nucleotidi (in rosso) con una G ogni terzo nucleotide (ciascuna 
subunità di proteina del capside lega tre nucleotidi) ma nessuna C. 
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1140 Capitolo 32 


Figura 32.11 Un icosaedro. (a) Questo poliedro regolare ha 12 verti- 
ci, 20 facce a triangolo equilatero di identica taglia e 30 spigoli. Ha 
un asse di simmetria quintupla attraverso ogni vertice, un asse di sim- 
metria tripla attraverso il centro di ciascuna faccia, e un asse di sim- 


di triangoli equilateri della medesima dimensione (Fig. 
32.12a). Il poliedro che ne risulta, un icosadeltae- 
dro, presenta elementi di simmetria «locale» che met- 
tono in relazione le sue subunità (i lobi nella Fig. 
32.12b) in aggiunta alla sua simmetria icosaedrica esat- 
ta. Con simmetria locale si intende che la simmetria 
è solo approssimativa di modo che, contrariamente 
alla simmetria esatta, si interrompe su distanze più 
lunghe. Per esempio le subunità (lobi) della Fig. 
32.12b, che sono localizzati a ciascun vertice dei trian- 
goli di nuova generazione, formano dei raggruppa- 
menti i cui membri sono correlati da un asse di sim- 
metria sestupla locale. In questi raggruppamenti le 
subunità adiacenti non sono esattamente equivalen- 
ti; esse sono quasi-equivalenti. Per contro, le subuni- 
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(5) 


metria attraverso il centro di ciascuno spigolo. (b) Un disegno di 60 
subunità identiche (/obi) organizzati secondo una simmetria icosae- 
drica. (Copyright © Irving Geis.) 


(5) 


Figura 32.12 Un icosadeltaedro con T= 3. (a) Questo poliedro mostra 
la simmetria rotazionale precisa di un icosaedro (simboli pieni) assie- 
me ad assi di simmetria locale sestupla, tripla e doppia (simboli vuo- 
ti). Notate come gli spigoli dell’icosaedro sottostante (linee rosse trat- 
teggiate) non siano gli spigoli di questo poliedro e come i suoi assi 
di simmetria sestupla locali coincidano con i suoi assi di simmetria 
tripla esatta. (b) Disegno di un icosadeltaedro con T=3 in cui si mo- 
stra l’organizzazione di 3 gruppi quasi-equivalenti di 60 subunità cor- 
relate ad icosaedro (/obi). | lobi A (arancione) si concentrano intorno 
all'asse esatto di simmetria quintupla dell’icosadeltaedro, mentre i 
lobi B e C (blu e verdi) si alternano intorno ai suoi assi locali di 
simmetria sestupla. Le subunità, chimicamente identiche, della pro- 
teina del capside di TBSV sono organizzate in questo modo. (Copy- 
right © Irving Geis.) 
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Figura 32.13 Una cupola geodetica costruita secondo il piano di un 
icosadeltaedro con 7= 36. In questa fotografia sono visibili due dei 
suoi vertici pentagonali. (Stanley Schoenberger/Grant Heilman.) 


Figura 32.14 La subunità proteica del capside di TBSV è costituita 
da tre domini: P, che emerge dalla superficie del virione; S, che for- 
ma il capside e R, che si estende al di sotto della superficie del capsi- 
de dove partecipa al legame con I’RNA virale. | domini P e 5 sono 
composti prevalentemente da foglietti ripiegati 6 antiparalleli. Il do- 
minio R non è visibile nella struttura virale determinata ai raggi X, 
così che la sua struttura terziaria è sconosciuta. (Fonte: OLSON, A. ]., 
Bricogne, G. e Harrison, S. C., /. Mol. Biol., 171, p. 78, 1983.) 


tà raggruppate intorno ai 12 assi di simmetria quin- 
tupla dell’icosaedro sono esattamente equivalenti. Le 
interazioni tra le subunità raggruppate intorno agli 
assi di simmetria sestupla locali sono quindi essen- 
zialmente versioni distorte di quelle intorno agli assi 
di simmetria quintupla. Le subunità proteiche di ogni 
capside virale a simmetria icosadeltaedrica devono 
quindi presentare gruppi alternativi di associazioni 
tra le subunità e/o avere sufficiente flessibilità con- 
formazionale per accomodare queste distorsioni. Gli 
icosadeltaedri sono in realtà figure familiari. La su- 
perficie sfaccettata di un pallone da calcio è un icosa- 
deltaedro. Analogamente, le cupole geodetiche (Fig. 
32.13), che sono state disegnate in origine da Buck- 
minster Fuller, sono porzioni di icosadeltaedri. È sta- 
to infatti il disegno di Fuller ad ispirare Caspar e Klug. 
Le cupole geodetiche sono strutture a guscio intrinse- 
camente rigide costruite da poche parti standard, che 
esibiscono un uso particolarmente efficiente dei ma- 
teriali strutturali e possono essere montate rapida- 
mente e facilmente. L'evoluzione dei capsidi dei virus 
sferici è stata presumibilmente guidata da questi stessi 
principi. 

Il numero di subunità di un icosadeltaedro è 60T, 
dove con T viene definito il numero di triangola- 
zione (si può dimostrare che i valori permissivi di 
T sono dati da T=h?+hk=k?, dove h e k sono nu- 
meri interi positivi). Un icosaedro, l’icosadeltaedro 
più semplice ha T=1 (h=1, K=0) e quindi 60 subu- 
nità. L’icosadeltaedro con il livello di complessità suc- 
cessivo ha un numero di triangolazione di T=3 (h=1, 
k=1) e quindi 180 subunità (Fig. 32.12). Un capside 
con questa geometria ha tre diversi gruppi di subu- 
nità correlate che sono quasi-equivalenti l’una con 
l’altra (lobi A, B e C nella Fig. 32.12b). Sono stati iden- 
tificati capsidi virali icosadeltaedrici con T=1, 3 e 
4. Alcuni dei virus poliedrici più grossi possono for- 
mare icosadeltaedri con numeri di triangolazione an- 
che più grandi (anche se è stato dimostrato che pa- 
recchi di loro si basano su principi di montaggio in 
qualche modo differenti). Il valore T di ogni partico- 
lare capside dipende presumibilmente dalla curvatu- 

x ra intrinseca delle sue subunità. 


B. Il virus del nanismo a cespuglio 
del pomodoro 


iss6] Il virus del nanismo a cespuglio del pomo- 
doro (TBSV) (Fig. 32.1c) è un virus sferico con T=3 
che ha un raggio di — 175 À. Consiste di 180 subuni- 
tà proteiche identiche, ciascuna di 386 residui (43 KD), 
che incapsulano un filamento di RNA a singola elica 
di - 4800 nucleotidi (1500 kD; il filamento positivo 
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Figura 32.18 Le strutture di (a) la proteina del capside di SBMV e 
delle proteine (b) VP1, (c) VP2 (assieme a VPA) e (d) VP3 di rinovirus 
umano. Notate la netta somiglianza strutturale tra le loro zone centra- 
li cilindriche a otto strisce di foglietto ripiegato 8 e quella del domi- 
nio S di TBSV (Fig. 32.14). Le proteine VP1, VP2 e VP3 del poliovirus 
sono analogamente simili. (Fonte: ROSsmann, M. G., ARNOLD, E., ERICK- 
SON, ]. W., FRANKENBERGER, E. A., GRIFFITH, |. P., HEcHT, H.)., JOHN- 
son, ]. E., Kamer, G., Luo, M., Mosser, A. G., RuecKeRT, R. R., SHER- 
rY, B. e VRrieno, G., Nature, 317, p. 148, 1985.) 


virus diversi dal punto di vista biochimico sono deri- 
vati da un progenitore comune. L’RNA di tutti que- 
sti virus sembra disorganizzato. 


C. | picornavirus 


1360] La struttura ai raggi X di due agenti patogeni 
per l’uomo di natura virale è stata definita nel 1985: 
quella del poliovirus, la causa della poliomielite, 
ad opera di James Hogle; e quella dei rinovirus, la 
causa della rinite infettiva (cioè il raffreddore co- 
mune), ad opera di Rossmann. Entrambi gli agenti 
patogeni sono picornavirus, una grossa famiglia di 
virus animali che comprende gli agenti causali del- 
l'epatite A umana e della malattia della bocca e 


e 


RNA interno E 


Da 


della zampa. I picornavirus (pico, piccolo + rna) so- 
no tra i più piccoli virus animali contenenti RNA: 
hanno una massa di —8,5 x 106 D di cui il — 30% 
è un filamento di RNA a singola elica di — 7 500 nu- 
cleotidi. Il loro guscio proteico icosaedrico, che misu- 
ra — 300 À di diametro, contiene 60 protomeri, cia- 
scuno composto da 4 proteine strutturali, VP1, VP2, 
VP3 e VPA4. Queste 4 proteine sono sintetizzate da 
una cellula infettata come una poliproteina singola, 
che viene tagliata nelle singole subunità durante l’as- 
semblaggio del virione. I picornavirus possono esse- 
re altamente specifici per le cellule che sono in gra- 
do di infettare; il poliovirus, per esempio, si lega ai 
recettori che sono presenti solo su alcuni tipi di cel- 
lule dei primati. 

Le strutture di poliovirus, rinovirus e del virus del- 
la malattia della bocca e della zampa (FMDV; 
la cui struttura è stata determinata nel 1988 ad opera 
di David Stuart) sono notevolmente simili, sia l’uno 
con l’altro che con TBSV e SBMV. Nonostante le pro- 
teine VP1, VP2 e VP3 dei picornavirus non abbiano 
apparente similarità di sequenza l’una con l’altra o 
con le proteine del capside di TBSV e S5BMV, queste 
proteine mostrano tutte una notevole somiglianza 
strutturale (Figg. 32.14 e 32.18; VP4, che è molto più 
piccola delle altre subunità, forma in effetti una esten- 
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do-tripli che passano per il centro di ciascuna faccia 
triangolare del virione icosaedrico (T= 1) (Fig. 32.19). 
Le subunità A, B e C dei virus delle piante con T= 3, 
chimicamente identiche ma distinte dal punto di vi- 
sta conformazionale, sono analogamente correlate in 
modo quasi-simmetrico da assi tripli locali disposti 
in modo analogo (Fig. 32.15). Queste somiglianze 
strutturali suggeriscono fortemente che i picornavirus 
e i virus sferici delle piante sono derivati tutti da 
un progenitore comune. 

I capsidi proteici di poliovirus, rinovirus e FMDV 
formano un guscio cavo che racchiude un nucleo cen- 
trale disorganizzato composto dall’RNA virale e da 
alcune proteine, analogamente a quanto si registra 
nei virus sferici delle piante. Questa organizzazione 
è vivacemente illustrata nella Fig. 32.20, che mostra 
sia la veduta interna che la veduta esterna del capsi- 
de del poliovirus. Notate come VP4 foderi in gran 
parte l’interno del capside. Notate anche la topogra- 
fia accidentata della superficie esterna del capside. 
Alcuni dei suoi solchi formano i siti di legame con 
il recettore tramite cui il virus viene diretto su cellu- 
le specifiche. 
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sione N-terminale di VP2). Le subunità chimicamen- Wo 

te distinte, infatti, dei picornavirus VP1, VP2 e VP3 ai >» pari 
sono correlate pseudosimmetricamente da assi pseu- E ‘ SES Ss 


D. La struttura del virus della screziatura 
del baccello del fagiolo 


Gsei]Il virus della screziatura del baccello del 
fagiolo (BPMV), la cui struttura ai raggi X è stata 
determinata con una risoluzione di 3,0 À, è un mem- 
bro del gruppo dei comovirus dei virus delle pian- 
te. Il genoma dei comovirus è contenuto in due mo- 
lecole di RNA a filamento singolo, ad andamento po- 


Figura 32.19 Organizzazione delle proteine VP1, VP2 e VP3 nel cap- 
side del rinovirus umano. (Fante: ROSSMANN, M. G., ARNOLO, E., ERICK- 
SON, }. W., FRANKENBERGER, E.A., GRIFFITH, ].P., HEcHT, H.]., JOHNSON, 
J. E., Kamer, G., Luo, M., Mosser, A.G., RueckerT, R.R., SHERRY, B. 
e VRIEND, G., Nature, 317, p. 148, 1985.) 


Figura 32.20 Un diagramma stereosco- 
pico del capside del poliovirus in cui 
la superficie interna è rivelata mediante 
la rimozione di due facce pentagonali. 
La catena polipeptidica è qui rappresen- 
tata con un tubicino ripiegato il cui vo- 
lume è approssimativamente quello della 
proteina e che è blu in VP1, giallo in 
VP2, rosso in VP3 e verde in VP4. Le 
subunità VP4, che segnano la superfi- 
cie interna del capside, si associano in- 
torno ai suoi assi di simmetria pentago- 
nale per formare uno scheletro simile 
anche se geometricamente distinto da 
quello formato dalle braccia di subuni- 
tà C di TBSV (Fig. 32.16). (Per gentile 
concessione di Arthur Olson, Research 
Institute of Scripps Clinic.) 


sitivo, che sono incapsulate separatamente in rivesti- 
menti proteici identici. Il BPMV di cui è stata deter- 
minata la struttura conteneva solo il più piccolo di 
questi due RNA, quello che codifica le proteine del 
capside virale. ì 

Il capside proteico di BPMV è un guscio icosadel- 
taedrico con simmetria pseudo T=3 costituito da 60 
protomeri, ciascuno dei quali è formato da tre domi- 
ni pseudo-equivalenti, analogamente a quanto verifi- 
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I virus: paradigmi per le funzioni cellulari 1149 


A. Il ciclo litico perché l’impacchettamento deve essere completato 


prima che la cellula ospite venga enzimaticamente 


del fago 
7) & Ì 
S MT Sintesi di 
Sì proteine virali 


Ciclo litico 


565] Il genoma del batteriofago \, come indica la sua 
mappa genetica (Fig. 32.23), codifica circa 50 prodot- 
ti genici e contiene numerosi siti di controllo. Notate 
l’organizzazione del cromosoma di \. I suoi geni so- 
no raggruppati a seconda della funzione. Per esem- 
pio, i geni coinvolti nella sintesi delle proteine della 
coda del fago sono organizzati in tandem verso il 
fondo della Fig. 32.23. Questa organizzazione, come 
vedremo, rende questi geni un operone, cioè un grup- 
po di geni trascritti insieme. La funzione di molti 
dei geni di \ e dei siti di controllo, assieme a quelli 
dell’ospite che sono importanti per la funzionalità 


lisata. La trascrizione del genoma di \, che è eseguita 
dalla RNA polimerasi dell’ospite, è controllata sia nel 
ciclo litico che in quello lisogeno dai geni regolatori 
che sono colorati in rosso nella Fig. 32.23. 


Il ciclo litico ha una fase precoce-immediata, 
una precoce-ritardata e una tardiva 


[1566] La trascrizione del ciclo litico ha tre fasi (Fig. 
32.24): 


1. La trascrizione precoce-immediata 


DNA del 
fago 


Integrazione del 
DNA del fago nel 


DNA dell'ospite 


Figura 32.22 Il ciclo vitale del fago \. L'infezione dell’ospite batterico 
E. coli inizia quando il virus aderisce (si adsorbe) in modo specifico 
alla cellula ed inietta il suo DNA (1). Il DNA lineare quindi si circola- 
rizza (2) e inizia a dirigere il processo di infezione. Nel ciclo lisogeno 
il DNA del fago è integrato stabilmente ad un sito specifico nel cro- 
mosoma dell'ospite (3) ed è così (4) passivamente replicato con la 
cellula batterica. Alternativamente, il fago può intraprendere il ciclo 


talmente ferito? Il parassita muore con l’ospite? Nel 
caso del batteriofago \ sono per l’appunto tali condi- 
zioni traumatiche, l'esposizione ad agenti che dan- 
neggino il DNA dell'ospite o sconvolgano la sua re- 
plicazione, a indurre la fase litica. Questa è stata de- 
scritta come la risposta «scialuppa di salvataggio»: il 
profago fugge da un ospite condannato mediante la 
formazione di particelle virali infettive che hanno 
così almeno qualche possibilità di ulteriore replica- 
zione. Per contro, la lisogenia è indotta da condizioni 
di scarso nutrimento per l’ospite (i fagi possono re- 


Replicazione del DNA del fago 


Ciclo ilisogeno } 
a 9 


induzione 


Radiazioni UV 


litico in cui il DNA dirige la propria replicazione (5), così come la 
sintesi delle proteine virali (6) in modo tale che il risultato sia la lisi 
della cellula ospite accompagnata dal rilascio di —100 fagi (7). Un 
danno al DNA, come quello causato per esempio dalla radiazione 
UV (8), induce l’escissione del DNA del profago dal cromosoma del 
batterio lisogeno (9) e avvia il fago al ciclo litico. 


plicarsi in modo litico solo in un ospite in crescita 
attiva) o dall’infezione di ogni cellula ospite da parte 
di un gran numero di fagi (la qual cosa segnala che 
i fagi sono prossimi ad avere eliminato l’ospite). 

Questo paragrafo descrive il sistema genetico che 
controlla la formazione ordinata delle particelle vi- 
rali nel ciclo litico, il meccanismo di montaggio di 
queste particelle virali e i meccanismi regolatori me- 
diante i quali il batteriofago ) seleziona e mantiene 
il suo ciclo vitale. Si ritiene che sistemi analoghi sia- 
no alla base di molti processi cellulari. 


del fago, sono elencati nella Tabella 32.1. 

Nella replicazione litica del fago ), come in amore 
e in guerra, l’individuazione del momento migliore 
è essenziale. Questo perché il DNA deve essere repli- 
cato in quantità sufficiente prima di essere reso indi- 
sponibile dal confezionamento in particelle virali e 


Poco dopo l’infezione del fago 0 induzione, la RNA 
polimerasi di E. coli inizia la trascrizione «verso 
sinistra» del DNA del fago iniziando dal promoto- 
re pr € la trascrizione «verso destra» (dal filamen- 
to di DNA opposto) a partire dai promotori pr e 
p'r (Fig. 32.240): 


cro, un secondo Regolatore della 
repressore sintesi di repressore 


\ e integrasi 
| Proteine della replicazione 
Regolatore Repressore \ del DNA fagico 


dei geni precoci 


cIl 0 
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Figura 32.23 Una mappa gene- 
tica del batteriofago X che mo- 
stra la maggior parte dei geni 
strutturali (indicati all'esterno del 
cerchio) e i siti di controllo (in- 
dicati all’interno del cerchio). | 
geni che codificano le proteine 
regolatorie sono colorati in ros- 
so. In seguito a stivaggio nel vi- 
rione il cromosoma circolare vie 
ne tagliato al sito cos dando ori- 
gine a un DNA lineare. 
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to tra pr e N, e nutR, che è localizzato tra cro e tri 
(Fig. 32.24). Questi siti hanno sequenze nucleotidiche 
molto simili di 16 e 17 nucleotidi i cui trascritti pos- 
sono formare anse a forcina legate da legami idroge- 
no (Fig. 32.25a e D). 

I promotori di \ pr e pr non hanno alcun ruolo 
nella antiterminazione mediata da gpN. Si è raggiunta 
questa conclusione mediante la costruzione di un pla- 
smide contenente )nutR e il sito di terminazione tri 
tra un promotore diverso e un gene codificante la 
resistenza alla tetraciclina. L’antiterminazione dovreb- 
be, di conseguenza, conferire la tetraciclina-resistenza 
all'ospite. Quando questo plasmide è stato inserito in 
un E. coli con un gene cromosomico N attivo (il bat- 
terio era lisogeno per un profago ) mutante deficita- 
rio per quanto riguarda l’induzione), il ceppo otte- 
nuto è risultato tetraciclina-resistente. Ceppi carenti 
o di questo sito nut o di un gene N attivo, però, non 
possono crescere in presenza di tetraciclina. Il sito 
nut è quindi necessario e sufficiente per l’attività di 
gPN. i 


Il meccanismo di antiterminazione non è ben ca- 


ratterizzato. L'osservazione, tuttavia, che alcuni E. 
coli deficitari per quanto riguarda l’antiterminazio- 
ne presentano mutazioni che mappano nel gene rpoB 
(che codifica la subunità 8 della RNA polimerasi) sug- 
gerisce che gpN agisca sui siti nut in modo da rende- 
re la RNA polimerasi resistente alla terminazione. 
La RNA polimerasi modulata da gpN, infatti, sorpas- 
‘ serà i molti diversi siti di termine che possa incon- 
| trare sia naturalmente che per disegno sperimenta- 
le. Studi genetici hanno rivelato che l’antitermina- 
zione richiede la presenza di parecchi altri fattori 
dell’ospite chiamati proteine Nus (che sta per so- 
stanze che utilizzano N): i prodotti genici di nusA 
e nusB, che si legano a gpN, e quello di nusE, che 
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Figura 32.25 Le sequenze di RNA dei 


jp 77 siti omologhi (a) nutL e (b) nutR e del 
A Sa sito (c) qut nel fago \. Si ritiene che cia- 
Ù 1 scuno di questi siti di controllo formi 
À G una struttura a forcina di basi appaiate. 
G G 
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probabilmente fa la stessa cosa (e che, curiosamente, 
è la proteina ribosomica $10). In seguito all’incontro 
con un sito nut, gpN forma un complesso con le pro- 
teine Nus e la RNA polimerasi che viaggia con que- 
sto enzima durante l’allungamento e presumibilmen- 
te impedisce la terminazione della trascrizione. L’os- 
servazione che il ricoprire con ribosomi l’RNA nut 
blocca l’antiterminazione suggerisce fortemente che 
gpN riconosca questo sito sull’RNA, non sul DNA. 

gpQ, che supera tf permettendo la trascrizione 
tardiva, agisce su un sito qut (analogo ai siti nut) che 
è localizzato 20 bp a valle di p& e che può dare ori- 
gine a un’ansa ripiegata a forcina di RNA simile a 
quelle dei siti nut (Fig. 32.250). L’antiterminazione 
mediata da gpQ, com'è per quella mediata da gpN, 
richiede la partecipazione di gpnusA. 


gpO e gpP partecipano 
alla replicazione del DNA di À 


[1568] La replicazione del DNA nel fago ) è schema- 
tizzata nella Fig. 32.26. La microscopia elettronica ha 
indicato che negli stadi precoci dell’infezione litica 
la replicazione del DNA di ) avviene sia col sistema 
bidirezionale @ (paragrafo 31.1A) a partire da una 
singola origine di replicazione (ori) localizzata nel ge- 
ne O, sia col sistema del cerchio rotante (0) (paragra- 
fo 31.3B). Per gli stadi tardivi del programma litico, 
tuttavia, la replicazione del DNA È passata completa- 
mente, mediante un meccanismo sconosciuto, al si- 
stema del cerchio rotante (con la conseguente sintesi 
del filamento complementare). Nel processo di assem- 
blaggio del fago (paragrafo 32.3B) il DNA concata- 
merico (cioè consistente di unità identiche collegate 
in tandem) è specificamente tagliato al suo sito cos 
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; È 7 2) Parete cellulare 
1 Adesione 1 dell'ospite 


o \ 


Si 2 iniezione 3 Circolarizzazione 
Call del DNA dei DNA 


QL 4 Saldatura 


5 Superavvolgimento 


aa 


sistema a @ a 
(N ei \ 
Ò 


Replicazione 

col sistema 
8. del cerchio 

rotante 


6 Replicazione col 


nella testa del fago 


Aggiunta 
10 della coda 


Sito cos 
CGGGGCGGCGACCTCG 
GCCCCGCCGCTGGAGC 


Figura 32.26 La replicazione del DNA nel ciclo litico del batteriofago 
\. Le particelle fagiche aderiscono alla cellula ospite (1) e iniettano 
il loro DNA lineare a doppia elica (2). Il DNA si circolarizza per 
appaiamento delle sue estremità complementari a filamento singolo 
(3), il cerchio tagliato che ne risulta viene chiuso covalentemente (4) 
e superavvolto (5) per l’azione sequenziale della DNA ligasi e della 
DNA girasi dell'ospite. La replicazione del DNA inizia sia seguendo 
il sistema 8 bidirezionale (6 e 7) che il sistema del cerchio rotante 
(8) ma negli stadi tardivi dell'infezione avviene esclusivamente col 
sistema del cerchio rotante. In questa figura le frecce blu indicano 
il DNA di più recente sintesi alle forcelle di replicazione e le punte 
di freccia rappresentano le estremità 3’ delle catene di DNA che cre- 
scono. Il DNA concatamerico prodotto col sistema dei cerchi rotanti 
è tagliato specificamente nei suoi siti cos (riquadri colorati) ed è stiva- 
to nelle teste del fago (9). L'aggiunta delle code (10) completa l'as- 
semblaggio delle particelle di fago mature, che sono ciascuna in gra- 
do di dare inizio ad un nuovo ciclo di infezioni. (Fonte: FURTH, M. 
E. e WICKNER, S. H., in HenpRIx, R. W., ROBERTS, ]. W., STAHL, F. W. 
e Weisserc, R. A., (curatori), Lambda Il, p. 146, Cold Spring Harbor 
Laboratory, 1983.) 1 


(che sta per sito delle estremità coesive) dando origi- 
ne al DNA lineare a doppia elica che è contenuto nelle 
particelle virali mature. La scissione sfalsata della 
doppia elica è operata dalla cosiddetta terminasi, 
che è un complesso formato dalle proteine del fago 
gpA e gpNul. 

Il fago À viene replicato dal sistema di replicazione 
del DNA dell’ospite (paragrafi 31.1 e 31.2) con la par- 
tecipazione di solo due proteine fagiche, gpO e gpP. 
gpO si lega alla regione ori del DNA del fago, men- 
tre gpP interagisce sia con gpO che con la proteina 
DnaB del primosoma dell’ospite. Si ritiene che gpO 
e gpP agiscano in modo simile alle proteine dell’ospi- 
te DnaA e DnaC, che sono necessarie per l’inizio del- 
la replicazione del DNA di E. coli (paragrafo 31.3C) 
ma non del DNA di À. Evidentemente gpO e spP 
servono a riconoscere il sito ori di \. 


B. L'assemblaggio del virus 


[1569] La testa del fago ) maturo contiene due protei- 
ne principali: gpE (38 kD), che forma il suo guscio 
poliedrico, e gpD (12 kD), che «decora» la sua super- 
ficie. Studi di microscopia elettronica indicano che 
entrambe queste proteine sono organizzate in un ico- 
sadeltaedro di T=7 e sono quindi presenti in nume- 
ro di 420 copie ciascuna per fago. La testa di \ contie- 
ne anche altre quattro proteine, gpB, gpC, gpFII 
e gpW, in un numero di copie da 6 a 15 ciascuna, 
che formano una struttura cilindrica che attacca la 
coda alla testa. Questa struttura di connessione è pre- 
sente su uno dei vertici quintupli della testa, di cui 
quindi rompe la simmetria icosaedrica. La coda è una 
struttura tubulare che consiste di 32 anelli esagonali 
incolonnati di gpV (31 kD) per un totale di 192 subu- 
nità. La coda inizia con un complesso organello pre- 
posto all’adsorbimento (adesione) formato da 5 pro- 
teine differenti, gpG, gpH, gpL, gpM e gpJ, e fini 
sce con un insieme di gpU e gpZ (Fig. 32.21). 
Lo studio dell’assemblaggio di un virus complesso 
è stato motivato dalla convinzione che esso possa for- 
nire informazioni fondamentali per la comprensione 
dell’assemblaggio degli organelli cellulari. L’assemblag- 
gio del fago viene studiato mediante una procedura 
sviluppata da Robert Edgar e William Wood che uni- 
sce genetica, biochimica e microscopia elettronica. 
Vengono generate mutazioni letali in determinate 
condizioni (o mutanti temperatura — sensibili, che 
sembrano normali a basse temperature ma mostra- 
no un fenotipo mutante a temperature più alte; o 
mutanti ambra sensibili al soppressore, paragrafo 
30.2E) che, in condizioni non permissive, blocchino 
l'assemblaggio del fago a vari stadi. Questo processo 
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32.28a). Poiché il DNA entra nella protesta del fa- 
go in forma lineare attraverso la struttura di con- 
nessione tra testa e coda (vedi più avanti), è stato 
proposto che la sua rigidità ne determinerebbe pri- 
ma l’avvolgimento contro la parete interna del gu- 
scio proteico rigido e quindi l’avvolgimento con- 
centrico verso l’interno, proprio come in un roc- 
chetto di spago. 

2. L’incisione dei fagi mediante ioni (un processo in 

cui dei fagi congelati vengono progressivamente 
consumati mediante bombardamento con un fa- 
scio di ioni Ar*) in cui solo un’estremità del DNA 
del fago sia radiomarcata indica che il primo DNA 
ad entrare nella protesta è quello più schermato 
dal fascio di ioni. Questa osservazione suggerisce 
che il segmento di DNA che entra per primo sia 
condensato al centro del capside, e si pone a soste- 
gno del modello dell’ «avvolgimento a spirale» di 
compattamento del DNA (Fig. 32.28D). 
Secondo entrambi i modelli, la linea tortuosa del 
DNA nei dettagli varia casualmente da particella 
a particella, come è indicato dall’osservazione che 
il DNA compattato può essere chimicamente le- 
gato con legame covalente al capside lungo qua- 
lunque punto della sua lunghezza. Entrambi i mo- 
delli di compattamento del DNA predicono che 
l'iniezione del DNA del fago nel batterio ospite 
avvenga con un processo inverso a quello di com- 
pattamento. 


Il DNA viene «pompato» nella testa del fago 
con un processo sostenuto da ATP 


[1572] L’impacchettamento del DNA di A inizia con il 
riconoscimento di una estremità coesiva libera sul DNA 
concatamerico da parte della terminasi (gpA + gpNu1). 
Il complesso che ne risulta si lega quindi alla prote- 
sta in modo da introdurre il DNA in un orifizio di 
20 À di diametro nella struttura di connessione tra 
testa e coda. L’estremità «a sinistra» del cromosoma 
di DNA entra nella protesta per prima, come è indi- 
cato dall’osservazione che solo questa estremità del 
cromosoma è impacchettata da un sistema in vitro 
quando vengono usati frammenti di restrizione del 
DNA di A. 

Lo stivaggio del DNA all’interno della testa di un 
fago deve essere un processo non favorevole sia dal 
punto di vista dell’entalpia che dell’entropia a causa 
della rigidità del DNA e delle repulsioni di cariche 
intramolecolari. L'osservazione che per lo stivaggio 
del DNA è necessaria la presenza di ATP suggerisce 
quindi fortemente che il DNA sia attivamente «pom- 
pato» nella testa del fago con un processo sostenuto 


dall’ATP. In un modello particolarmente affascinan- 
te di pompa del DNA, per cui però non c’è alcuna 
prova, l’idrolisi dell'ATP sostiene la rotazione della 
struttura di connessione testa-coda rispetto alla pro- 
testa in modo da avvitare il DNA scanalato nella te- 
sta del fago proprio come un’asta filettata in un da- 
do. L’iniezione del DNA di \ in un batterio ospite 
da parte di un fago maturo è probabilmente un pro- 
cesso spontaneo che, una volta che è stato avviato, 
è sostenuto dall’energia accumulata nel DNA com- 
pattato. 

Lo stadio finale nel processo di stivaggio del DNA 
è il riconoscimento e il taglio del sito cos successivo 
(Fig. 28.26) sul DNA concatamerico da parte della ter- 
minasi, probabilmente con la partecipazione di gpF7. 
Il fago contiene quindi un segmento unico di DNA 
(contrariamente ad alcuni fagi in cui la quantità del 
DNA stivato è limitata da un segnale «testa piena» 
che determina il fatto che essi contengono in qual 
che modo più DNA di un intero cromosoma). Il siste- 
ma di compattamento di \, infatti, compatterà effi- 
cientemente un DNA che sia dal 75% al 105% della 
lunghezza del DNA \ nativo purché sia fiancheggia- 
to da siti cos (il terzo centrale del DNA del fago, che 
codifica geni accessori non indispensabili, può essere 
sostituito da altre sequenze, rendendo quindi il fago 
\ un utile vettore per clonaggio molecolare; paragra- 
fo 28.8A). 


L’assemblaggio della coda 


[1373] L’assemblaggio della coda, che avviene indipen- 
dentemente da quello della testa, procede, come mo- 
stra un paragone tra le Figg. 32.21 e 32.27, dalla fi- 
bra della coda verso l’estremità che si lega alla testa. 
Questa serie rigorosamente ordinata di reazioni può 
essere suddivisa in tre stadi (Fig. 32.27, a sinistra): 


1. La formazione dell’ «iniziatore», che, alla fine, di- 
venta l’organello di adsorbimento (adesione), richie- 
de l’azione sequenziale su gpJ (la proteina della fi- 
bra della coda) dei prodotti dei geni fagici I L, K, 
G, He M, rispettivamente. Di questi, solo gpI e gpK 
non sono componenti della coda matura. 

2. In questo stadio, l’iniziatore forma il nucleo per 
la polimerizzazione di gpV, la proteina principa- 
le della coda, che origina la colonna di 32 anelli 
esamerici. Si ritiene che la lunghezza di questa 
colonna sia regolata da gpH che, come suggeri 
scono le evidenze a disposizione, si estende per 
la lunghezza della coda in crescita e in qualche 
modo ne limita l’allungamento. La lunghezza del- 


x 


la coda di \, in apparenza, è regolata allo stesso 
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modo in cui viene determinata la lunghezza del- 
l’elica proteica di TMV (paragrafo 32.1B), anche 
se in TMV l’elemento di regolazione è una mole- 
cola di RNA e non una proteina. 

Nello stadio finale e di maturazione dell’assem- 
baggio della coda, gpU si attacca alla coda in cre- 
scita impedendone l’ulteriore allungamento. La co- 
da immatura che ne risulta ha la stessa forma del- 
la coda matura e può attaccarsi alla testa. Per dare 
origine ad una particella virale infettiva, tuttavia, 
la coda immatura deve essere attivata dall’azione 
di gpZ prima di attaccarsi alla testa. 

La coda completa si attacca spontaneamente a una 
testa matura di fago dando origine a una particel- 
la di fago \ infettiva (Fig. 32.27, in basso). 


o 


L’assemblaggio di altri fagi a DNA 
a doppia elica assomiglia a quello di X 


[1574] L’assemblaggio di parecchi altri batteriofagi a 
DNA a doppia elica è stato studiato in dettaglio, par- 
ticolarmente quello dei colifagi T4, T7 e del fago 
lambdoide (simile a \) P22 (che cresce in Salmonella 
typhimurium). Tutti questi virus sono assemblati con 
processi estremamente simili a quello del fago X. Il 
processo di assemblaggio della loro testa, per esem- 
pio, procede seguendo una sequenza di reazioni ob- 
bligatoria che prevede uno stadio di inizio, l’assem- 
blaggio su di una «impalcatura» della protesta, un pro- 
cesso di compattamento del DNA dipendente da ATP, 
in cui il DNA ha una conformazione compattata stret- 
tamente, mentre la protesta subisce un’espansione e 
una stabilizzazione finale. I fagi maturi vengono for- 
mati quindi con l’unione delle code assemblate sepa- 
ratamente alle teste finite e riempite di DNA. 


C. Il ciclo lisogeno 

[1575] La lisogenia si stabilisce con l’integrazione del 
DNA virale nel cromosoma dell’ospite accompagnata 
dall’inibizione dell’espressione di tutti i geni litici. Per 
il fago \ l’integrazione avviene mediante un proces- 
so di ricombinazione sito-specifica che differisce 
dalla ricombinazione in generale per il fatto che av- 
viene solo tra i siti cromosomici chiamati attP sul fa- 
go e attB sull’ospite batterico (Fig. 32.29). Questi due 
siti di attacco hanno una omologia di 15 bp (Fig. 32.30) 
e possono quindi essere definiti come sequenze POP” 
per attP e BOB’ per attB con O che denota la loro 
sequenza comune. L’integrazione del fago avviene con 
un processo il cui risultato è l'inserimento del cromo- 
soma del fago fiancheggiato dalla sequenza BOP' «a 


È5t [IA 
Hi: DE DEE: 
DNA di E. colì B O B' 
attB 
Integrasi, Integrasi, 
2 51 x 
escissionasi, IHF 
{HF 
di 4 
E. coli (A) BO P 
attl 


Figura 32.29 Un disegno schematico che illustra: (1) la circolarizza- 
zione del DNA lineare del fago ) mediante appaiamento di basi tra 
le sue estremità complementari per formare il sito cos e (2) l’integra- 
zione/escissione di questo DNA nel/dal cromosoma di E. coli median- 
te ricombinazione sito specifica tra i siti att? del fago e att8 dell'ospi- 
te. Le regioni più scure nei siti att rappresentano le sequenze di cross- 
over omologhe di 15 bp (O), mentre le regioni più chiare simbolizza- 
no le sequenze uniche di origine batterica (B e B') e fagica (P e P?). 
(Fonte: LANDY, A. e WeisgeRG, R. A., in HENDRIX, R. W., ROBERTS, ]. 
W., StaH, F. W. e WeisgeRG, R. A., (curatori), Lambda Il, p. 212, 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1983.) 


sinistra» (il sito attL) e dalla sequenza POB' «a destra» 
(il sito attR; Fig. 32.29). La natura del sito di crossover 
è stata determinata mediante l’uso di DNA batterico 
radiomarcato con 5°P e di DNA fagico non marcato. 
Il sito di crossover si presenta ad una posizione unica 
su ciascun filamento che sia spostato rispetto al suo 
filamento complementare per formare una giunzio- 
ne di ricombinazione sfalsata (Fig. 32.30). 


Una integrasi media l’integrazione del DNA 
di \ mentre per l’escissione del DNA 
di \ è richiesta inoltre una «escissionasi» 


1576) L'integrazione del fago è mediata da una inte- 
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5. TETECTCAGTATCACCGC CAGTGGTATTTATGTCAACACCGC CAGAGATAATTTATCACCGCE AGATGGTTATCTGTAT...3' 


3. ACACGAGTCATAGTGGCGGTCACCATAAATACAGTTGTGGCGG 


pe. 


PL 


(ER 


(b) 


TETCTATTAAATAGTGGCGTCTACCAATAGACATA... 5' 


" 
Li 


PR 


e 


5'... TACGTTAAATCTATCACCGCAAGGGATA AATATCTAACACCGT GCGTGTTGACTATTTI ACCTCTEGCGGTGATAATGGTTGCA...3' 
3'... ATGCAATTTAGATAGTGGCGTTCCCTAT TTATAGATTGTGGCACGCACAAC TGATAAAATGGAGACCGCCACTAT TACCAACGT...5 


ri 


PRM 


Figura 32.32 Le sequenze di basi delle regioni (a) o, e (b) og del 
cromosoma del fago \. Ciascuno di questi operatori è formato da 
tre subsiti omologhi di 17 bp separati da corti spaziatori ricchi di 
AT. Ciascun subsito mostra un'approssimata simmetria palindromica, 


(b) 


(PETRI 


come è dimostrato dalla comparazione tra i due gruppi di lettere ros- 
se in ciascun subsito. Le frecce ondulate segnano i siti d'inizio e la 
direzione della trascrizione a partire dai promotori indicati. 


Figura 32.33 La struttura ai raggi X di un dimero dei domini N-terminali 
del repressore \ sotto forma di complesso con il DNA-8. (a) Modello 
grafico al computer del complesso in cui il DNA è blu, i due domini 
N-terminali del repressore sono giallo e violetto e le loro eliche di 
«riconoscimento» sono rosse. Notate come le braccia N-terminali del- 
la proteina si avvolgano intorno al DNA. Questo rende conto dell’os- 
servazione che i residui G nel solco maggiore sul «retro» del com- 
plesso repressore-operatore sono protetti dalla metilazione solo quan- 
do queste braccia N-terminali sono intatte. (Per gentile concessione 
di Carl Pabo, The Johns Hopkins University.) (b) Disegno interpretati- 
vo che illustra come i contatti tra i domini C-terminali del repressore 
{che non fanno parte della struttura determinata ai raggi X) mantenga- 
no intatto il carattere dimerico della proteina. Il repressore \ si lega 
ai subsiti operatori di 17 bp di o, e og come dimero simmetrico con 
il dominio N-terminale di ciascuna subunità che si lega specificamen- 
te a mezzo subsito. Notate come le eliche di «riconoscimento» a3 
delle unità @2-03, elica-curva-elica, simmetricamente correlate, si in- 
seriscano in giri successivi del solco maggiore del DNA. (Fonte: PTA- 
sHNE, M., A Genetic Switch, p. 38, Cell Press, 1986.) 


subsiti (Fig. 32.32). Questi subsiti sono chiamati OL, 
OL: € OL3 per OL; Ori) Or2 € Or3 per Or. Ciascuno di 
questi subsiti consiste di un segmento omologo di 17 
bp che ha una simmetria palindromica approssima- 
ta. Ciò non di meno, solo gli elementi di or formano 
i componenti dello switch di \. 


Il repressore ) e la proteina Cro assomigliano 
strutturalmente ad altri repressori 


[581] Il repressore \ si lega al DNA come un dimero 
di modo che la sua simmetria combaci con quella 
dei subsiti degli operatori a cui si lega. La catena po- 
lipeptidica monomerica di 236 residui è ripiegata in 
due domini approssimativamente della stessa gran- 
dezza uniti da un segmento di circa 30 residui che 
viene prontamente digerito da enzimi proteolitici. I 


è ER RETI 
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Figura 32.34 Struttura ai raggi X del dimero della proteina Cro che 
mostra il presunto complesso formato con il DNA-B. Notate come 
il repressore \ (Fig. 32.33), anche se per il resto diverso, contenga 
unità elica-curva-elica che pure si legano in giri successivi del solco 
maggiore del DNA. (Fonte: PrasHne, M., A_ Genetic Switch, p. 40, 
Cell Press, 1986.) : 


domini N-terminali isolati mantengono la loro capa- 
cità di legarsi specificamente agli operatori (anche 
se con solo metà dell’energia di legame del represso- 
re intatto), ma non possono formare dimeri. I domi- 
ni C-terminali possono ancora formare dimeri ma so- 
no privi della capacità di legarsi al DNA. Evidente- 
mente, il dominio N-terminale del repressore si lega 
all’operatore, mentre il suo dominio C-terminale for- 
nisce i contatti giusti per la formazione del dimero. 
Anche se il repressore \ non è stato cristallizzato, 
il suo dominio N-terminale, comprendente i residui 
da 1 a 92, così come deriva dalla digestione con la 
proteasi della papaya, papaina, cristallizza. La strut- 
tura ai raggi X di questa proteina, sia da sola che 
sotto forma di complesso con un DNA di 20 bp con- 
tenente la sequenza 011, è stata determinata da Carl 
Pabo. Il dominio N-terminale cristallizza come un di- 
mero simmetrico di cui ciascuna subunità contiene 
un braccio N-terminale e cinque a-eliche (Fig. 32.33). 
Due di queste eliche, a2 e @3, formano un motivo 
elica-curva-elica, analogo a quelli di altri repressori 
di cui è nota la struttura (paragrafi 29.3C e 29.3E). 
L’elica @3, l’elica di «riconoscimento», sporge dalla su- 
perficie della proteina in modo tale che le due eliche 
«3 della proteina dimerica si inseriscono nei solchi 
maggiori contigui del DNA operatore. Associazioni 
analoghe sono osservate nella struttura ai raggi X 
del frammento N-terminale del repressore del bat- 
teriofago 434 in complesso con 20 bp di DNA con- 
tenenti la sua sequenza operatore (Fig. 29.21). 
Anche la proteina Cro forma dimeri. Contrariamen- 
te al repressore o al repressore di 434, però, questo 


polipeptide di 66 residui forma solo un dominio che 
contiene sia il sito di riconoscimento dell’operatore 
sia i suoi punti di contatto per la dimerizzazione. 
La struttura ai raggi X di Cro, determinata da Brian 
Matthews, rivela che anche questo dimero contiene 
una coppia di unità elica-curva-elica arrangiate in mo- 
do tale che possono legarsi al DNA (Fig. 32.34). Que- 
sto modello è in accordo con gli studi mediante NMR 
di Ponzy Lu, che dimostrano che Cro si lega solo a 
una faccia del suo operatore, e con l’osservazione che 
Cro in primo luogo protegge i subsiti dell’operatore 
da modificazioni chimiche in due solchi maggiori con- 
tigui su di un lato del DNA. Il legame sequenza- 
specifico previsto da questo modello è vieppiù soste- 
nuto dagli studi genetici di Robert Sauer che indica- 
no che varietà mutanti di Cro, in cui sono stati cam- 
biati i residui proposti per il contatto con il DNA, 
sono deficienti nel legame con l’operatore. Infine, que- 
sto modello assomiglia molto alla struttura ai raggi 
X della correlata proteina Cro del fago 434 sotto 
forma di complesso con 20 bp di DNA contenente 
la sua sequenza operatore (Fig. 29.22). 

È stata determinata a una risoluzione di 3,9 À la 
struttura ai raggi X*della proteina \Cro sotto forma 
di complesso con un DNA operatore di 17 bp che 
si lega strettamente ad essa. Nel legarsi al DNA il 
dimero della proteina Cro va incontro a profonde mo- 
dificazioni conformazionali relativamente alla strut- 
tura della proteina libera (Fig. 32.34), al punto che 
un monomero ruota di 40° relativamente all’altro gra- 
zie a una torsione dei due segmenti di foglietto £ 
mediante i quali i due monomeri si associano. Analo- 
gamente il DNA si piega di 40°, assumendo la forma 
di un boomerang, ma complessivamente conserva la 
struttura a DNA B. Il grado di risoluzione raggiunto 
in questo studio non è sufficiente a rivelare chiara- 
mente i dettagli molecolari delle interazioni proteina- 
DNA. 
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Capitolo 32 


Concentrazione 
crescente 
di cro 


Prm Bloccata 


prm Bloccata 


Figura 32.39 Il legame della proteina Cro ai tre subsiti di or -0R3 
si lega al repressore — 10 volte più saldamente di quanto facciano 
ori 0 0R2. Il dimero del repressore quindi si lega prima a 0g3. Un 
secondo dimero si lega quindi a ogi 0 og. e in ogni caso blocca 
la trascrizione a partire da pg. Ad alte concentrazioni di Cro, tutti 
e tre i subsiti dell'operatore sono occupati. Paragonate questa sequenza 
di legame con quella del repressore X (Fig. 32.35). (Fonte: PTASHNE, 
M., A Genetic Switch, p. 27, Cell Press, 1986.) 


Il legame della proteina Cro a og reprime tutti 
i geni di \ 


[383] La proteina Cro si lega ai sottositi di og con un 
ordine opposto a quello del repressore \ (Fig. 32.39): 


Or3> Or2= OR1 
Questo legame non è cooperativo. Mediante esperi- 
menti simili a quelli schematizzati nella Fig. 32.36, 
ma con cro al posto di cl, è stato dimostrato che il 
legame della proteina Cro a or3 abolisce la trascri- 


zione a partire da prm. L’ulteriore aggiunta di Cro 


a oR2 e/0 0g inibisce la trascrizione a partire da pr. 


La risposta SOS induce la digestione 
mediata da RecA del repressore ) 


584] Un'ultima informazione ci permette di capire 
come funziona lo switch di À. Il ciclo litico è indotto 
da agenti che danneggiano il DNA dell’ospite o ne ini- 
biscono la replicazione. Queste sono proprio le condi- 
zioni che inducono la risposta SOS di E. coli: i fram- 
menti di DNA a singola elica che ne derivano attiva- 
no la proteina RecA a stimolare l’autodigestione del- 
la proteina LexA, il repressore del gene SOS, a un 
legame Ala-Gly (paragrafo 31.5D). La proteina RecA, 
attivata analogamente, stimola il taglio autocataliti- 
co del legame Ala 111-Gly 112 del monomero del re- 


[1583] 1584) 1585) 


pa Bloccata 


pressore \ (legame peptidico che si trova nel segmento 
polipeptidico che collega i due domini del repressore). 
La capacità del repressore di legarsi cooperativamente 
a or viene quindi abolita (Fig. 32.40a e b; i domini 
C-terminali possono ancora dimerizzare ma non col- 
legano più i domini N-terminali che legano il DNA). 
La conseguente riduzione della concentrazione di mo- 
nomeri liberi intatti sposta l’equilibrio monomero- 
dimero in modo tale che i dimeri legati all’operatore 
si dissociano per formare monomeri, che sono quin- 
di tagliati sotto l’influenza della proteina RecA atti- 
vata prima di potersi rilegare al loro DNA bersaglio. 

In assenza di repressore su or, i geni ) precoci, 
compreso cro, sono trascritti (Fig. 32.40c). Appena Cro 
si accumula, si lega prima a 0r3 così da bloccare an- 
che livelli basali di sintesi del repressore \ (Fig. 
32.40d). Non essendoci quindi alcun meccanismo per 
inattivare selettivamente Cro, il fago entra irreversi- 
bilmente nel ciclo litico: lo switch di ), una volta av- 
viato, non può essere interrotto. Il profago è quindi 
escisso dal cromosoma dell’ospite ad opera dell’inte- 


grasi e dell’escissionasi prodotte nella fase precoce 
ritardata. 


La capacità di \ di rispondere con lo switch a 
determinate condizioni deriva da interazioni 


cooperative tra i suoi componenti 


[585] La complessità del meccanismo di switch sopra- 
descritto lo dota di una sensibilità che non possono 
avere sistemi più semplici. Il grado di repressione 
su pr è una funzione ripida della concentrazione del 
repressore (Fig. 32.41, a destra): la repressione su pr 
in un lisogeno è normalmente completa al 99,7% ma 
cade alla metà di questo livello in seguito ad inattiva- 
zione del 90% del repressore. Questa ripida curva 
sigmoide di legame deriva dalla molto maggiore af 
finità per l’operatore dei dimeri del repressore para- 
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Figura 32.40 Lo switch di \. (a) Nel ciclo 
lisogenico due molecole dimeriche di re- 
pressore \ si legano cooperativamente, tra- 
mite associazioni tra i loro domini C- 
terminali, a ori € 0g2. Questo evento im- 
pedisce l’accesso a pg della RNA polime- 
rasi dell'ospite. Tuttavia il repressore le- 
gato a OR2 si associa, di nuovo per mez- 
zo del suo dominio C-terminale, con la 
RNA polimerasi su pgm, inducendo quin- 
di la trascrizione di c/, il gene del repres- 
sore \, a partire da questo promotore (frec- 
cia ondulata). (b) Un danno al DNA del- 
l'ospite, come quello causato per esem- 
pio da radiazioni UV, attiva la proteina 
RecA dell'ospite a stimolare l’auto- 
digestione dei monomeri di repressore \ 
ad uno specifico legame Ala-Gly situato 
tra i suoi due domini. (c) La conseguente 
degradazione dei monomeri di represso- 
re sposta l'equilibrio monomero-dimero 
di modo da liberare i subsiti og; e og2 
e renderli disponibili per il legame con 
la RNA polimerasi. Il risultato di ciò è la 
trascrizione dei geni precoci (Fig. 32.24), 
compreso cro, a partire da pg (freccia on- 
dulata). (d) La proteina Cro così sintetiz- 
zata si lega preferenzialmente ad 0g3 in 
modo da bloccare l’ulteriore trascrizione 
di cl a partire da prm. La crescita litica 
è quindi irreversibilmente indotta. 


Promotore controllato da 
un semplice sistema 


100 repressore-operatore 


50 


Percentuale della risposta (%) 


(a) Ciclo lisogeno 


(b) 


Cra 


Radiazioni UV 


(c) Induzione (2) 


(d) Crescita litica precoce 


VANNNALRI 


Induzione (1) 


I virus: paradigmi per le funzioni cellulari 


RNA polimerasi 


“OR2 Viva ADI 


OR3 ORI Le. 


PRM Pr 


99,7% di repressione 


—— Pr 
Concentrazione 
in lisogeni 


| 


Log della concentrazione del repressore 


Figura 32.41 Le curve teoriche di repressione di \pr (a destra) e di 
un sistema semplice repressore-operatore come quello dell’operone 
lac (a sinistra). Notate la maggiore sensibilità del sistema di \ al cam- 
biamento della concentrazione del repressore. (Fonte: JOHNSON, A. 
D., POTEETE, A. R., Lauer, G., SAUER, R. T., ACKERS, G. K. e PTASHNE, 
M., Nature, 294, p. 221, 1981.) 
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Figura 32.44 La biosintesi di vRNA, mRNA e CRNA dell'influenza. 
sono indicati i nucleotidi conservati alle estremità dei segmenti di 
RNA. La testa con il «cap» al 5’ derivata dall’ospite del mRNA e la 
coda di poli(A) al 3’ sono colorate. (Fonte: Lam8, R. A. e CHOPPIN, 
P. W., Annu. Rev. Biochem., 52, p. 490, 1983.) 


Gli mRNA virali sono privi dei segmenti di 15-22 
nucleotidi che sono complementari all’estremità 5° 
dei loro vRNA parentali. Essi quindi non possono fun- 
zionare come stampo nella replicazione di vRNA. Con 
un processo di trascrizione alternativa che inizia cir- 
ca 30 minuti dopo l'infezione vengono sintetizzati 
vRNA complementari completi. I cosiddetti cRNA 
(Fig. 32.44, in basso), la cui sintesi non richiede un 
primer, iniziano con pppA alla loro estremità 5’ e 
sono privi di code di poli(A) (Fig. 32.44). I CRNA, quin- 
di, al contrario dei vRNA, non si associano con i poli- 
somi nelle cellule infettate. La sintesi di CRNA, al con- 
trario di quella dell’mRNA virale, richiede la conti 
nua produzione di proteine virali. Ciò suggerisce che 
le proteine virali non strutturali NS;, NS, e/o M. mo- 
difichino la trascrittasi virale in modo da renderla 
indipendente dai primer, permettendole quindi di tra- 
scrivere interamente i vRNA. I cRNA costituiscono 
lo stampo per la sintesi di vRNA in un processo il 


x 


cui meccanismo non è stato ancora chiarito. 


Figura 32.45 La gemmazione del virus dell'influenza dalla membrana 
cellulare dell'ospite. (a) Le glicoproteine virali, HA e NA, sono inseri- 
te nella membrana plasmatica della cellula ospite e la proteina della 
matrice, M}, forma il guscio che contiene i nucleocapsidi. (b) Il le- 
game della proteina della matrice ai domini citoplasmatici di HA e 
NA determina l'aggregazione di queste glicoproteine in modo da esclu- 
dere le proteine della membrana dell'ospite. (c) Il processo di legame 
induce l’avvolgimento da parte della membrana intorno al guscio di 
proteina della matrice di modo che il virione maturo sbocci dalla 
superficie cellulare dell'ospite. (Fonte: Witey, D. C., Wilson, I. A. 
e SkeHet, }. }., in JURNAK, F. A. e MCPHERSON, A., (curatori), Biological 
Macromolecules and Assemblies, Vol. 1: Virus Structures, Wiley, 1984.) 
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Il meccanismo dell’assemblaggio del virus dell’in- 
fluenza non è ben caratterizzato. Le glicoproteine che 
costituiscono le «punte» virali, HA e NA, sono sinte- 
tizzate mediante i ribosomi del reticolo endoplasma- 
tico ruvido, sono ulteriormente rimaneggiate nell’ap- 
parato di Golgi (paragrafo 11.3F) e sono quindi tra- 
sportate, presumibilmente, in vescicole rivestite di 
clatrina, in aree specifiche della membrana cellula- 
re. Qui si aggregano in numero sufficiente ad esclu- 
dere le proteine dell’ospite (Fig. 32.45a e D). Si ritie- 
ne che la proteina M; formi un guscio che racchiu- 
de il nucleocapside e si lega a HA e NA sul lato inter- 
no della membrana citoplasmatica (Fig. 32.45b). Que- 
sto processo di legame determina la gemmazione del- 
l’intera struttura dalla superficie cellulare e quindi 
la formazione del virione maturo (Fig. 32.45c). Il ci- 
clo completo di infezione dura da circa 8 a 12 ore. 

Uno dei misteri dell’assemblaggio del virus dell’in- 
fluenza è come ciascun virione acquisisca una serie 
completa degli otto vRNA. Non c’è evidenza che i 
nucleocapsidi di nuova formazione siano fisicamente 
legati. Al contrario, nelle infezioni miste con vari cep- 
pi del virus dell’influenza il riassortimento dei loro 
segmenti genomici avviene con alta frequenza. È stato 
quindi suggerito che i nucleocapsidi siano seleziona- 
ti a caso ma che ciascun virione contenga un nume- 
ro sufficiente di vRNA da assicurare una ragionevo- 
le probabilità che una data particella sia infettiva. 
Questa proposta è in accordo con l’osservazione che 
aggregati di virus dell’irifluenza mostrano un’infet- 
tività aumentata, un fenomeno che probabilmente 
è a carico della complementazione dei loro vRNA. 
Alternativamente, gli otto vRNA potrebbero essere 
selezionati con un processo ordinato, un’ipotesi que- 
sta che è sostenuta dall’osservazione che virus matu- 
ri, ma non cellule infettate, contengono quantità ap- 
prossimativamente equimolari dei vRNA. 


B. Il meccanismo della variazione antigenica 


1589] Il virus dell’influenza infetta moltissime specie 
di mammiferi e di uccelli oltre agli esseri umani. Si 
ritiene che gli uccelli migratori siano i principali vet- 
tori che trasportano i virus dell’influenza intorno al 
mondo. La specie-specificità di un particolare ceppo 
virale deriva presumibilmente dalla specificità di le- 
game della sua HA per i glicolipidi di superficie delle 
cellule. I virus dell’influenza sono classificati in tre 
tipi immunologici, A, B e C, a seconda delle proprietà 
antigeniche delle loro nucleoproteine e proteine della 
matrice. Il virus A, responsabile di tutte le maggiori 


pandemie degli esseri umani, è il solo che infetti gli 


IN 


animali. È stato quindi più studiato dei virus B e C. 


Cambiamenti nei residui di HA sono 
i responsabili della maggior parte di variazioni 
antigeniche dei virus dell’influenza 


[1590] HA, la proteina della superficie del virus più rap- 
presentata, è ampiamente responsabile della stimola- 
zione della produzione di anticorpi che neutralizzano 
il virus. Di conseguenza i diversi sottotipi di virus del- 
l’influenza originano principalmente per variazioni di 
HA. Le variazioni, che avvengono anche in NA, la 
sola altra proteina della superficie virale, hanno mi 
nori conseguenze immunologiche. 

Nei virus dell’influenza di tipo A sono stati osserva- 
ti due diversi meccanismi di variazione antigenica: 


1. La sostituzione antigenica, in cui il gene che co- 
difica una specie di HA è rimpiazzato da uno com- 
pletamente nuovo. Questo cambiamento può esse- 
re accompagnato o meno da una sostituzione di 
NA. Si ritiene che questi nuovi ceppi virali derivi 
no dal riassortimento dei geni tra virus dell’influen- 
za umani e animali. La sostituzione antigenica è 
responsabile delle pandemie di influenza poiché l’im- 
munità della popolazione umana verso ceppi virali 
precedentemente esistenti è inefficace contro il cep- 
po di nuova generazione. Evidentemente questi vi- 
rus avevano conservato il carattere genetico (sco- 
nosciuto) responsabile della virulenza nell’essere 
umano. 

2. La deriva antigenica, che procede mediante una 
successione di mutazioni puntiformi nel gene di 
HA che causano sostituzioni nei residui amminoa- 
cidici con conseguente attenuazione della risposta 
immunitaria dell’ospite. Questo processo avviene 
in risposta alla pressione selettiva portata dallo svi- 
luppo nella popolazione umana di una efficace im- 
munità contro i ceppi esistenti. 


All’inizio del 1976 a Fort Dix, nel New Jersey, si registrò 
la comparsa di un ceppo dell’influenza che presentava 
un tipo di HA tipico dell’influenza dei suini. Si ritiene 
che questo sottotipo virale sia il responsabile della grande 
pandemia del 1918 (anche se il virus dell’influenza non 
è stato isolato fino al 1933, individui che avevano con- 
tratto l’influenza durante la pandemia presentavano 
nel siero anticorpi contro l’influenza suina). Se questo 
nuovo ceppo fosse stato virulento, nessuno che all’epoca 
avesse meno di 50 anni sarebbe stato immune ad esso. 
Ci furono di conseguenza grandi preoccupazioni che ini- 
ziasse una pandemia mortale di influenza. Questa si- 
tuazione portò ad un programma di emergenza in cui 
ben oltre un milione di persone ritenute ad alto rischio 
(quali donne incinte e anziani) furono vaccinati contro 
l’influenza suina. 

Fortunatamente l'influenza suina del 1976 non era vi- 
rulenta; non si diffuse oltre Fort Dix. 
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NA è una glicoproteina 
transmembrana tetramerica 


[593] La neuraminidasi del virus dell’influenza è una 
glicoproteina tetramerica di subunità identiche di 469 
residui. Ha una testa globulare a forma di scatola at- 
taccata a uno stelo sottile che è ancorato alla mem- 
brana virale. La digestione con pronasi taglia NA pri- 
ma dei residui 74 o 77, dopo il sito di attacco alla 
membrana, dando origine a una proteina cristalliz- 
zabile ed enzimaticamente attiva. La struttura ai raggi 
X di questa proteina (Fig. 32.49) mostra che ha una 


simmetria quadrupla. Ciascuna unità monomerica è 


TC 


gd SN 
La al 


Figura 32.49 Il tetramero di neuramminidasi dell'influenza. In ciascu- 
na unità monomerica ciascuno dei sei foglietti ripiegati 8 a quattro 
elementi antiparalleli, topologicamente equivalenti, è ombreggiato in 
diverso colore. Le posizioni dei legami disolfuro sono indicate nella 
subunità in alto a sinistra. Nella subunità in basso a sinistra sono 
indicati i quattro siti di attacco dei carboidrati con cerchi pieni e i 
residui Asp che legano ioni Ca?* con frecce. Nel monomero in alto 
a destra, i cerchi pieni e i triangoli rappresentano rispettivamente i 
residui acidi e basici conservati che circondano il sito che lega gli 
acidi sialici rappresentato con una stella. Nel monomero in basso 
a destra le posizioni dei residui mutati nelle diverse varianti antigeni- 
che di NA sono indicati da quadrati pieni. (Fonte: VARGHESE, ]. N., 
Laver, W. G. e COLMAN, P. M., Nature, 303, p. 35, 1983.) 
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composta da sei foglietti ripiegati 8 antiparalleli e to- 
pologicamente identici sistemati come le pale di un’e- 
lica. I residui di zucchero sono legati alla proteina 
su quattro dei suoi cinque siti potenziali di glicosila- 
zione con legame N-glicosidico Asn-X-Ser/Thr. 

Il sito di NA che lega l’acido sialico è localizzato 
in una grossa tasca sulla cima di ciascun monomero 
(la stella sulla subunità in alto a destra nella Fig. 32.49). 
Esso è circondato da residui polari che sono conser- 
vati in tutte le sequenze conosciute di NA. I cambia- 
menti di sequenza nelle varianti antigeniche di NA 
avvengono in sette segmenti della catena che forma- 
no una superficie quasi continua che circonda il sito 
catalitico (i quadrati sulla subunità in basso a destra 
nella Fig. 32.49) in modo analogo a quello del sito 
di HA che lega il recettore. Tra il 1968 e il 1975 NA 
ha mostrato lo stesso numero di cambiamenti di re- 
sidui nei suoi presunti determinanti antigenici di HA. 
Ciò non di meno, anticorpi contro NA non neutraliz- 
zano l’infettività. Essi piuttosto restringono i cicli mul- 
tipli di replicazione virale e probabilmente così atte- 
nuano la malattia. 


5. I PATOGENI SUBVIRALI 


{1594] Lo sviluppo dei concetti di patogenesi ha segui- 
to uno schema comune nell’evoluzione del pensiero 
umano: un’idea rivoluzionaria è avversata dagli espo- 
nenti dell’ortodossia stabilizzata, ma una volta che 
quest’idea è stata accettata diventa essa stessa una 
nuova ortodossia. Così le ipotesi sviluppate nei de- 
cenni 1870-1880 da Louis Pasteur e Robert Koch che 
i microorganismi potessero causare le malattie furo- 
no inizialmente messe in ridicolo dai sostenitori del- 
la teoria della generazione spontanea. Quando però 
i primi virus furono scoperti alla fine del dicianno- 
vesimo secolo, non fu per niente facile convincere 
i sostenitori della allora dominante teoria dei microor- 
ganismi che anche queste entità subcellulari potesse- 
ro essere agenti patogeni. Attualmente, le nostre idee 
sulla natura degli agenti patogeni stanno ancora evol- 
vendo. È stato recentemente dimostrato che anche 
agenti subvirali possono causare malattie infettive. 
Sono stati scoperti due tipi di queste sostanze: 


1. I viroidi, che sono piccole molecole di RNA a sin- 
golo filamento. 


2. I prioni, che sembra siano solo molecole protei- 
che. 


In questo paragrafo esporremo ciò che si sa su que- 
ste entità sorprendenti. Nel far ciò vedremo come 


alcune di queste nuove scoperte sembrano sfidare i 
principi fondamentali della biologia molecolare e pos- 
sono quindi portare ad una maggiore comprensione 
dei processi biologici. 


A. | viroidi 


1595] La malattia del tubero a fuso della patata, 
che è stata descritta la prima volta negli anni ’20, 
determina la produzione di patate allungate e bitor- 
zolute. Si capì presto che la malattia era contagiosa 
ma che non c'erano microorganismi ad essa associa- 
ti. Si assunse quindi che fosse una malattia virale. 
Il fatto che il presunto virus non potesse essere isola- 
to era senza dubbio frustrante ma non sorprenden- 
te; molti virus sono stati difficili da isolare. 


1 viroidi sono RNA circolari a singolo filamento 


[1596] Negli anni ’60 si scoprì che l’agente infettivo 
della malattia del tubero a fuso della patata poteva 
crescere nelle piante di pomodoro dando estratti mol- 
to più infettivi di quelli che si potevano ottenere dal- 
le piante di patata infettate. Ci si aspettava che il vi- 
rus potesse essere facilmente purificato per centrifu- 
gazione differenziale. Non fu così; l’agente infettivo 
non sedimentava neanche se sottoposto ad una acce- 
lerazione centrifuga di 100000 giri per 4 ore. L’a- 
gente infettivo doveva quindi essere notevolmente 
piccolo. 

Ulteriori studi, soprattutto da parte di Theodor Die- 
ner, dimostrarono che l’agente del tubero a fuso del- 
la patata non solo è più piccolo di qualunque virus 
noto, ma è anche più piccolo di qualunque acido nu- 
cleico virale. 

L’infettività di questi agenti è sensibile alla RNasi 
ma è insensibile a DNasi o proteasi. Evidentemente 
l’agente infettivo è costituito solo di RNA. Questa os- 
servazione di per sé non è senza precedenti; gli acidi 
nucleici nudi di molti virus sono infettivi, anche se 
con efficienza molto bassa. L'osservazione però che 
\PRNA era estremamente piccolo (— 120 kD) assieme 
al fatto che non era associato a proteine era, in real- 
tà, unica. Diener chiamò quindi questi agenti infetti- 
vi viroidi per distinguerli dai virus. 

Una volta isolato il viroide del tubero a fuso della 
patata (PSTV) è stato anche possibile caratterizzarlo. 
Fotografie al microscopio elettronico (Fig. 32.50) mo- 
strano che esso ha una lunghezza media di 50 nm, 
molto più corta della lunghezza degli acidi nucleici 
dei virus, anche se la sua larghezza è simile a quella 
del DNA a doppia elica della stessa fotografia. Foto- 


oTe orz ole 
E nOn I joy 
E) 99_d v_x9 3 3 29 PIRA Y 
N90 30 999 00 ar 9909999 dannn® Pond nassnniss — 29999bov 
DIRLO HI PIPA RE ERE FIR LITE PIETTO DEC IRDRIRITI ARIIRIITI 
OrDDr__39 0999 II, INA 9990099, DIrrr, IDON vBJ9r09nI = D9929 DIN 
n oro LAI v bi bid av 99 v 
| | vet | 9° 
OST OZI 06 


“ut Ip odwia) oSunj [1 ‘o]ejewu 0mssa] [IP IUOIZEI} Ip 
I0ISO[Orq 159} U09 IstgeuE ] afjonut09 0InIIsoU0Is 0UI5 
-oed 2]}uaSe Un Ip O]UaWIE[oSI Tp BDISSE]O LOIUDI] ET 
‘o]eArl]e essa ep a 
uou ‘eMejetu elep 0Nd[oo a Uou 3YI ‘OLTENUNTUITUI BUI 
-2]SIS I 9YO eoIpui 0]sanb ‘a1qga; IP 0 LIO]ETUWEIFUI 
1ssav0Id Ip rufas ealsowI assa Ip BUNssan ‘3]2]a.1109 
3]UIUIE]}a.I]S OUEIS assa auo 29sL135Sns 345 n ‘quu 
-1$ ILUO]UIS QUUET] ‘1[2]9] 2}IN} ‘asoquomu aum.10] 2]Sant 
*Afeniii OWUISITEQIUUEI [Ap ozzaru Jad essatUSst.I) BIS au 
“9111 IS AYI 3 BUM BAONN - endeg Ip 2104 Iuorze]od 
“od aqjou 23uasa1d 0[j3A139 [PP (eo) uap!i 2}uewI]iqeq 
-o1d) afruns eanessuaSap enjefewu eun “namyp [I 3 IU 
-ettm 119ssa I[Sap aJe[[aqa199 autpiosip cAIssaIBoI1d a 
ome un ‘qoxef-1p[ajzima19 rp oqrow | ‘ojad onid 
-o1d piera aTene1S e Mazur ]ewnue 1[Sap EZzuapua) el 
1ad o]ewmeryo 1809 ‘a1deo a a100ad 1p 021B0]omau auIp 
“Josip un «arde.ros» e] emy ajsanb eil ‘steddnpas 
Jad ruussap ayoue o ruue ‘isau oueSardun ayorod 
«HUa[ SITA» BP 2]eUIULI9]9p allle[euI 3UIOI IUIBLIO 
UI S]EOLHISSE]O 9]e]S OUEIS LISJIMUTURWI [Op a[e.1jusz OS 
-0AI9U BWIS]SIS [1 OUOISIC[O9 2YI AINeleuI 31.199 [6G£1] 


iuoud | ‘g 


*«1SDA9 1UOLIUID OUDIS 1PIOLMA 
1 349 ISTEp Ipumb aqgaziog ‘ewsefdono ju IeÙI ou 
-e ju uo 3]juawIiqegoId a LIPUODO:NTI T9U 0 caponUu 
jeu nezsanbas euniou IP ouos eidos mo Ip ruonuI 
19 ‘(Meoyimd eipoa eun cugjuasard aYyo cumDUO:SEq E 
2UOIZEUTLIO]JUOI E] oUewInSse auI apigegoidu rpumb 
a pa aura]osd uoo Issajduroo 1p eluI0} 0}0s OUEA0I] 
IS 0114 U1 IPIOISA 1) MIS aLlerz.Iia] a alTepuooas 2.INI 
“m.1s OUEIgqe apova]owi Ip id) anp nsanb ayo opuai 
-358nS IPpIostA I MINI è TUNTIOI OUOS IYI TE'TE ‘SII EI 
-[au a]e18Sa1quo azuanbas 2] cuoSuzzu09 “merui ‘ru 
“onu Hsant) :(17°67 o;e3Sered) Suods-cmv 1p 10ed 
-22 0UOs ‘Iseo TunOTe Ul ‘ao a aeiwIiosogLIi VNY.IIPP 2 
ITeLIpuosoNmi TUSS I9U a]uasald 1UOX]UI IP assep El 
U0I STINSLISEIEI alije a ersel essals E] OUOpIiaIp 
-u09 Ipro.Ima 1 3Y9 oueoIpul ezuanbas rp ruorzeseduroo 
GIpioMA I sullo cInAE elo][e oUuUeY auI09) ‘TU350] 


v 


DEE 09€ 


Ù 9 NI) | An _2°n 

Mann Innnsan*9999? "asonon°" 1929? "v9rr3993 vonn 99199, 
OGGI BITEESOR ESTE CHIdd s 

NN99 NIPANIININIYN, Movrd, 


i | 


T 


e 
Inpre 0003 99919"009 
{HIT 
Dronn, 


Cog6L ‘zez ‘d ‘61 /5U3 p3 2u| “Wway> ‘mafuy “Q 
‘Y3NSIN) 3 *f (H ‘SSOYD :(3)U0H) “ALSd ® &LL Jad 0]jos 030jowo 3 
8YI ‘ADI OSSIAUIOI ‘HOU IPIONA | 1}IN) UI ajenIasuoI 2]UaLue);e ou 
-0s a]e10jo> ezuanbas è|jap 1uo!8a1 37 ‘0pos eIeUSasIp 3 a|jeuo:suaW 
-1pis) Bum}inu]s a}uapuodsi09 e| 3 eidos EIENSOLI 2 BLEPUodSS PINI) 
“Inns ajigegoid nid ens e] ‘ALSd IP ISEQ IP ezuanbas e] LS'Z£ CIndiz 


“ed nuaSe nsanb Ip suorsnzzip erap Imqesuodsa1 oueIs 
AJOO1ISE aUITUI3) SUIIPowu a] 249 1S9]odi [e 0uS9;S 
-08 a.10119]M UN 3OSMINSOI IPIio.IrA TEp 2A]ezuanizui 3) 
-uaueaneSau ouers aleAn[oo auerd o]os a]uamwiazua.red 
-de ayo MEJui AUOIZEAI2SsO 7 ‘9)U2931 AUISLIO UN Ou 
-EIQQ® IPIOIIA I aYI sIs11aSSns ‘euLId ayoUE 3 0[099s 
OUISAAOUUEIIP [IU aLIOSap a]els oug.Ia a}uerd al[ap 
ara amelewi a[[ap alted 10185ew1 e] anzuaw ‘0761 
[Ep aInued e o[os a}eoYnuapi 2)e]S OUOS IPIiOIIA Ep 
2IESNEI 3]OU aI}e]eL a] a]in} ao QUOIZEJE]SUOI ET 
“STIA IEP ISISAIP 2]juawIeonisLIa}e.Igo TUT 
-ojed nuafe cuos rpio.ma 1 YI ‘oseo 1uSO ul ‘ortergo A 
‘tiquioosns ajuerd alau eorajord 1sa]uIs egms ene 
-3U eZuUanfuI,un ey IPIOSIA Ep a]e;}azui ajuerd a[[au 
ajuasad eutazo1d e] ass03 ‘(17/08 0JeISeIed) quae 
otddop e WVNY IP ezuasald Ur sjeluosogii FUOIZEIZIÙ 
-1,] OPUAGIUT ISIS aUOIIJIAZUI UOI 3]eNeI) an[[99 Ul 
UO? ISEUTYI eul9]o1d et[e eIfSrurosse euI3101d03s0} VIS 
“ant ‘alenozui uou ajuerd ur aYo ALSA ep 21enazui 21 
-uerd ur e}ETioxso} NIC 3 EDISEUTUO BIANI IP EIEIOD IX 
99 Ip a1uetd a][ap eutszo1d eun aYoI 0}eIIsoWITp 3]U39 
-91 IP 0]E)S F ‘a IEmi[so Ou LIEIZUaI3I}IP [I UOI aS10] 
O WNO [ep suozemewi Ip Issa00Id ITeULIOU 1 UOI 
‘gorua8 suorze]oSa1 e] uoo opow1 agoenb ur eostsa; 
-19]UT ITiquniaosns amads ur prosa 19p auoIzeodaI el 
2UI 0}119SSNS 0323S q ‘a.I}[e UT TUUEP a.lej EZUas CUEI 
-1daa 18 Squerd Ip a19ads aUno]e UI aJE]euI A IEUTUIII] 
“ap ouossod 349 INEFuI IpiosIa tag ‘olnno aquaru ad 
a uou Iprosma 19p cog4suafored owstueszaWI ]I (B6St] 


«ISBA3» IUO.MUI alassa 019qqa.nod rpiosra I 


‘3u01209] dal 0410] DID 118 
-odaud nunzua 189ap vuungns vun cuaui]o 0ulYy2fipo? 
UOU YI FZUFUDUUOUOMO ISFIUVI CAL 230U PNIUI 9OS 2] 


S-8£501-80-88 È 


GLIL O HOm]]a2 1uorzunf 3] dad nuSipvsod :isnma I 


(6627][86£1 


apumb ouos 1p10.114 1 *\WNNII TP IPIULI9FUI IP IS9]UIS E] 2} 
“uerpawi Meoda1 ouos 1892 3UYI BIIPUI IPIOIA ugsanb e 
1Jejuawaduroo VNY IP ‘IPIOIIA Ep 238Hazul azuerd 
ep ‘07u9WE]osI ] ‘apgesuodsal BwIZUA,] EIS anbun] 
“end (VNY Ep eHasip Isel9WI]od WNY e] ouezuaniz 
“tu Uou au EUIUeLTE-0 pa (I PUIITUIOUMO® TI ISBISUI 
“od VNY EITPP HIONQUUI ITSEP BIIQUUI 2 IPIOIA 19P 2U 
-orzestdai E] 3YI TUOIZEAIASSO aJ[ep BILIOALI 2 RIIIGIS 
-sod eunjm 3sant) ‘9jo13Uo1St1 EZUaIOIza LOI IPIiOMA | 
04711 Ul FALIOSE.I} ‘ajuerd auno]e ep o]eAPolLI ‘ELUIZUA 
cisanb aypiod 11 Isesdauttod VNY PI 2 enpigissod ea) 
“fe UN ‘(EMIOSOUODS 2 A[EULIOU QUOIZUNZ BNS EI que 
“tue 1[Sau uou BUI) rIoLIAANS ajuerd asoJatUnUu UI 2]uos 
-a1d a 2UI ‘VNY Ep Enaip iseJ9ufod VNY PI 2 aTEp 
“10JTA ISESI]daI ALU0I DIANO 0}Epipuro UN ‘auvid 2]]3P 
nuizua 1]80p 21U2UVIJZ1IP 13091) da1 24982 1pumb ou 
-onap 110114 ] ‘ITEpiosa azuanbas cuuey uou 2)e}}3] 
“ut uou aquerd a] aYy> OUEIIPul ‘quad ‘QUOIZEZZIplIA! 
Ip Ipnis “ITQI}9oSns ajuerd ul apepio.lA VNO IP 97 
-uanbas Mua:sIsaaId Ip FUOZIIISEI) ET EIA JI OUEIP Op 
“ou auoend ut rpioura 1 9Y9 3 BANEUIAN]! 1s9})od,, uN 
‘YNYUI I[SAp 2UINSLIANEILI OJ[O.I}UOD IP 
azuanbas ape ey ounssau a ‘auorzipe.) PI]op oIziui 
Ip anv 2UOpo93 ]9P raid cus ‘ALSA 0SSICUIOI ‘LIEI 
“uauIa]duioI 010] 13 ‘Meyui ‘Ipio.a IY992IEd ‘3)2}2} 
“ur uou 2juerd ul a}uasa1d ers uou aYI euta]jo1d euno 
“TE OUTYPLIPOI IPIOIIA I AYI AZUpina BIAB}n} QUOS 19 
uOoN ‘apisdeo [ap aurajo1d 3] ateoHIpoo IP exoedea 
e] osiad OUUEY 2YI «IS0}}9JIP» SOLILA OUEIS ISS 2UI 2 
ajonauorSei ISO UN cIpiostA 1 oueodai 18 209 
*IPpiOJlA ep ajesneo ou 
-08 SITA E 3]mqui]}e eJO OUOS 3UYI aJuerd ax[ap 21)e] 
-EUI A J]fe UO LI9AOI} IS ajuauigeqoid 0H7oN ‘ALSd ® 
%0< e rufo]owo ‘Iseo 19p aÌred J10185eu1 eau ‘ou 
“09 3YI FJUSUIA]UA]eA03 ISNIUO 2 OJU2LIETLY ojosuIs € 
‘I999]S as è LIE]uawIA]duI0d 2}US WIE: VNY IP IU9.199 
cuos Iprosia nsanb numi ‘sUorzeu BISZUI UN IP EIUI 
-0t1093,] 0}EZUaN[zuI 2 }UaWIeLIos rpumb ey a autddia 
alfau 02909 ep auufed Tp TUO 0g Eo.I19 0SDIN eu 
‘(A999) 02209 Ip 3900 EI]p Suepe>-Suepto jp ap 
“tota pi ‘nsanb rp cun ‘(£°7£ EITPGPI) IPIOIA EP AES 
“neo CUI atea QUISIIO IP aMUNI OVUZUUOLI ponb e 
out a nuejiodui 3} ua UBI TUIOU0dI azuerd a][9p sil 
“ew amjooaTed aYo 0}e1soump NI ‘ALISA IP BIMIEU EI 
exmige]s e}ejs ea ayo odop o90d ‘o, muue San [Z65t] 


WVNYO IP pauri9zui IP osn.] 9} UCIpauu 
apdso.{j>p tuizua Sep neorda: 0UOS Iprosa I 


‘oomuoI1}}a]a 01doos 
COIOTUI Je ajeAI9sso OAHEU apiosla IP OJUSMUETY ord 
“dop e ajuawrjuaredde Lieaun a IMImIjs 9] A IEULIO] PP 
opow ur aerddosse uou iuoISaI 37109 NIC E aJeuIa) 


£-8£501-80-88 @ 


-Te 0quawre]y o1ddop e IUOISAI 3)109 IP 23]SISUOI aTIqQ 
“eqoad nid eLmepuosas emunajs Ens ET (157€ ‘513) IP 
“1 oajonu 6S£ IP OSsa]s as È a1ejuawiafduioo a}uawre)je 
o[oSUuIs 0}uawIerly è OTYII2I UN ? ALSA 2U9 0}2-HSOUI 
“ip cuueY ayI ezuanbas ETap ISITEUE Ep E}EULISZUO? 
SUIY ET]? E}EIS 2 AUOIZEAIISSO LIST) ‘271/191U27U/9]V/102 
1snnj2 0po8u15 0zUAUID]If O VNU IP 19429 DIO PU ouif 
vIvAL2ss0 ImUI 219ads vUN 3103uasdI davi 213p 3P10411 
11 2YI 1S09 LIE]ODIIO a.IMjna)s OUe.1jsoUU ‘ele Qmi ‘0) 
“e m]euap AISA IP 001UOI}}a[a oIdossosIu Je ayei$ 


65€ (ALSdì 
ejexed ejjap osnj e OI8gn) jap apiollA 
L67 (ASH) 0]Oddnj jap OwsIUEU |ap 2PIOA 
€O€ (A4dD) 
01810209 |ap opijjed on jap apioslA 
97 (ADD) 02209 
ip as0u ejjap Suepe>-Suepeo jap apiollA 
pS€ (ASD) OWIQIUESLI |ap OWSIUEU jap apioslA 
ILE (A3D) BUOI] jap EI93IUOD0SI,||®P_IPIOMA 
LY7 (AQSV) 


opesone,|jap 3jOs IP aIyDIELU 3]jp aPiollA 


1pno3jInU SPpIioslA 
ip oJ8WNN ztor1 

MUEAA]I! BJUALUEDILUOUODI ASOg 
-JOUU ALLO} OUEUILLISIOP AYP IPIOIA IP Idwasa ZE eIPQRI 


(‘DIuijD sddu9s JO AIMISU] 
ydueasay ‘0809 aso[ IP 2U0!SS9IUOI ajnua$ Jad) "WU 00% | 1YBUn|j 
Quos ‘01UOIuo9 Jad QENISOWI 2 aUI ‘1 IP EDI? eiddop è vi |3p da 
000 ov Isenb | anuaw ‘Wu OS — O8Un| 2 Ipnoajpnu 6S£ IP apiosla ll 
“[1 O8gjouaneg Ip a (neilfedieds 1103 IuPUOISEG 1) ALSd !P VNO 
Ip ejsosiui PUN Ip ODIUOINa|a 01d09s019 | |e eye1T0o] OSTZE LAND 


ZL6ST 


ze pondvo  FLIL 


1176 Capitolo 32 


cubazione della «scrapie», la malattia da «virus lenti» 
più estesamente studiata, ha pesantemente ostacola- 
to gli sforzi di caratterizzarne l'agente causale. Nelle 
fasi iniziali di studio della «scrapie», infatti, furono 
necessari un’intera mandria di pecore e parecchi an- 
ni di osservazione per valutare i risultati di un sin- 
golo frazionamento. La tecnica di indagine per la 
«scrapie» è stata però di molto accelerata dalla sco- 
perta che i criceti sviluppano la malattia in un perio- 
do di tempo, con un minimo di 60 giorni, che dimi- 
nuisce con l'aumento della dose somministrata. Usan- 
do un test sui criceti, Stanley Prusiner ha purificato 
l’agente della «scrapie». 


La «scrapie» sembra essere causata 
da una proteina prionica 


600] L’agente della «scrapie» sembra essere apparen- 
temente una singola specie proteica. Questa sorpren- 
dente conclusione deriva dall’osservazione che l’agen- 
te della «scrapie» è inattivato da sostanze che modifi- 
cano le proteine, come le proteasi, i detergenti, il fe- 
nolo, l’urea e reagenti proteine-specifici, mentre non 
è intaccato da agenti che alterano gli acidi nucleici, 
come le nucleasi, l’irradiazione con raggi UV e so- 
stanze che reagiscono specificamente con gli acidi nu- 
cleici. L'agente della «scrapie», per esempio, è inatti- 
vato dal trattamento con dietilpirocarbonato, che car- 
bossietila i residui His delle proteine (Tabella 6.3), ma 
non è alterato dalla idrossilammina, un reagente 
citosina-specifico (paragrafo 10.1A). L’infettività del- 
l'agente della «scrapie» inattivato col dietilpirocarbo- 
nato è infatti ripristinata dal trattamento con idrossi- 
lammina, presumibilmente tramite la seguente rea- 


zione nota: 


NH,0H 


Etilcarbossiamido-His Idrossilammina 


î (esi 


CH, CH,0C—NHOH + Ny NH 


Le proprietà uniche dell’agente della «scrapie», che 
lo distinguono da virus, plasmidi e viroidi, ne hanno 
determinato la denominazione di prione (che sta per 
particella proteinacea infettiva). La proteina della 
«scrapie», che è chiamata PrP (che sta per Proteina 
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Figura 32.52 Fotografia al microscopio elettronico di un gruppo di 
prioni, strutture a bastoncino. | punti neri sono particelle di oro col- 
loidale legate ad anticorpi anti-PrP che si sono legati a PrP. (Per genti- 
le concessione di Stanley Prusiner, University of California, San Fran- 
cisco Medical Center.) 


Prionica), è una glicoproteina idrofobica di — 30 KD. 
Questa idrofobicità apparentemente determina l’ag- 
gregazione di PrP in raggruppamenti di particelle 
a bastoncino (Fig. 32.52). C'è una stretta somiglianza 
tra questi raggruppamenti e le cosiddette placche 
amiloidi che si vedono all’esame microscopico di tes- 
suto cerebrale infettato da prioni. Il tessuto cerebra- 
le, infatti, di vittime del morbo di Creutzfeldt-Jakob 
contiene una proteina proteasi-resistente che deter- 
mina reazioni crociate con anticorpi originati contro 
la proteina PrP della «scrapie». 


PrP è il normale prodotto di un gene cellulare 


1601) La bizzarra composizione dei prioni pone im- 
mediatamente la questione: come sono sintetizzati? 
Sono state suggerite tre possibilità: 


4. Nonostante tutte le evidenze suggeriscano il con- 
trario, i prioni potrebbero contenere un genoma 
di acidi nucleici di cui è in qualche modo impedi- 
ta l’identificazione; i prioni cioè potrebbero esse- 
re virus convenzionali. La massa di informazio- 
ni, in continua crescita, concernenti la natura dei 
prioni rende però questa ipotesi progressivamen- 
te insostenibile. 

2. I prioni potrebbero in qualche modo codificare 
la propria sequenza amminoacidica per mezzo di 


| 
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un processo di «traduzione inversa» che dia origi- 
ne a un acido nucleico che sia poi normalmente 
tradotto dal sistema cellulare. Un tale processo, 
naturalmente, contraddirebbe direttamente il 
«dogma centrale» della biologia molecolare (para- 
grafo 29.1), secondo cui l’informazione genetica 
va in modo unidirezionale dagli acidi nucleici al- 
le proteine. Alternativamente i prioni potrebbe- 
ro catalizzare direttamente la propria sintesi. Una 
tale sintesi proteica diretta da proteine è ugual- 
mente ignota (anche se molti piccoli polipeptidi 
sono sintetizzati per via enzimatica anziché ribo- 
somiale; paragrafo 30.7). 

3. Le cellule suscettibili portano un gene che codifi- 
ca la corrispondente PrP. L’infezione di tali cellu- 
le ad opera dei prioni attiva questo gene e/o alte- 
ra il suo prodotto proteico per via in qualche mo- 
do autocatalitica. 

Quest'ultima ipotesi sembra essere il rheccanismo più 
plausibile di replicazione dei prioni. L’uso di sonde 
oligonucleotidiche complementari al gene di PrP, de- 
dotto dalla sequenza amminoacidica N-terminale di 
PrP (paragrafo 28.7), ha infatti stabilito che sia il cer- 
vello di topi e ratti normali che quello di animali 
infettati con «scrapie» contiene il gene PrP. La sco- 
perta più sorprendente, però, è che il gene PrP è tra- 
scritto a livelli simili sia nel cervello normale che nel 
tessuto infettato da «scrapie». Inoltre, l’uso delle sud- 
dette sonde ha rivelato che geni simili a PrP sono 
presenti tanto in molti vertebrati, compreso l’uomo, 
quanto in invertebrati quali la Drosophila e, proba- 
bilmente, nel lievito. Questa conservazione evoluzio- 
nistica suggerisce che PrP, la cui sequenza amminoa- 
cidica dedotta indica che essa è una proteina trans- 
membrana, abbia un ruolo importante anche se at- 
tualmente sconosciuto. 

Poiché PrP ricavata da tessuti normali e da tessuti 
infettati sembra avere la stessa sequenza amminoa- 
cidica, sembra probabile che la differenza tra le due 
forme sia una modificazione postraduzionale, forse 
una differenza nella glicosilazione. Quest’idea è con- 
fortata dall’osservazione che PrP derivata da tessuto 
infetto è meno suscettibile alla degradazione con pro- 
teasi della PrP normale. Inoltre, la PrP patologica ma 
non il suo omologo normale si aggrega in bastoncini 
ritorti ad elica che sono simili, se non identici, alle 
fibrille associate alla «scrapie» che compaiono nel tes- 
suto cerebrale infettato da «scrapie». Come venga tra- 
smessa però la differenza tra PrP normale e PrP pa- 
tologica deve ancora essere stabilito. Forse PrP pato- 
logica induce la sintesi di enzimi che modificano PrP 
normale nello stesso modo. 

Esistono numerose malattie degenerative croniche 


X 


dell’uomo le cui cause sono ignote. Prusiner ha ipo- 
tizzato che alcune di queste forme morbose, come 
la sclerosi laterale amiotrofica, che provoca para- 
lisi, possano essere il risultato di infezioni da prioni. 
La scoperta, infatti, di un gene che controlla il perio- 
do di incubazione della «scrapie» nel topo (e che è 
strettamente legato a quello che codifica PrP), asso- 
ciata alla mancanza di evidenze che questo morbo 
sia trasmissibile negli animali selvatici, suggerisce che 
le malattie simili alla «scrapie» non siano infezioni 
in senso proprio ma piuttosto condizioni degenerati- 
ve che originano da difetti genetici. 


Progressi sui prioni 


[1602| La «scrapie», una malattia neurodegenerativa 
delle pecore che può essere trasmessa ai criceti e ai 
topi, è determinata da una classe di agenti patogeni 
noti come prioni. I prioni consistono di una proteina 
chiamata PrP che è codificata da un gene cromoso- 
mico ed è ampiamente espressa nel regno animale. 
Sia animali normali che animali malati di «scrapie» 
mostrano nel loro tessuto cerebrale livelli simili di 
espressione dell’mRNA di PrP. Tuttavia, mentre gli 
animali non infettati presentano una sola isoforma 
di PrP di 33-35 kD chiamata PrP© (C sta per cellula- 
re), gli animali infettati dalla «scrapie» presentano an- 
che una isoforma del prione specifica della malattia, 
dello stesso peso molecolare e chiamata PrP®°. Le dif- 
ferenze chimiche e strutturali tra PrP° e PrPS°, che 
derivano da modificazioni postraduzionali, sono sco- 
nosciute. PrP“, però, viene trasportata sulla faccia 
esterna della cellula mentre PrP5° prevalentemente 
si accumula nelle cellule. 

Si è ipotizzato che PrPS° stimoli in modo autocata- 
litico la trasformazione di PrP° in PrPS°. È interes- 
sante notare che quando i topi vengono inoculati con 
i prioni della «scrapie» che siano stati passati (incuba- 
ti) in modo continuo nel criceto, il tempo di incuba- 
zione necessario all’insorgenza dei sintomi della ma- 
lattia è all’inizio di 500 giorni ma scende poi a 140 
giorni in seguito ad ulteriori passaggi nel topo. Per 
contro, quando vengono inoculati nei criceti dei prioni 
che siano stati passati nei topi, il tempo di incubazio- 
ne è inizialmente di 400 giorni ma si riduce successi- 
vamente a 75 giorni. Questo suggerisce che la con- 
versione della PrP© dell’ospite in PrPS° sia un even- 
to raro, ma anche che, una volta verificatasi questa 
conversione, la PrPS° dell’ospite appena formata è in 
grado di catalizzare la conversione con una efficien- 
za molto maggiore. Dei topi transgenici, infatti, che 
esprimano la PrP di criceto mostrano, in seguito ad 
inoculazione con PrPS° di criceto, tempi di incuba- 
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1184 Capitolo 33 


prensione sono fatti quasi quotidianamente. È quin 
di importante, per questo forse più che per altri ar- 
gomenti presi in considerazione in questo testo, che 
il lettore integri il materiale di questo capitolo con 
la letteratura biochimica recente. 


_—T——r—_—_.rrt--tltl0hll. 


1. LA STRUTTURA DEI CROMOSOMI 


{so6]I cromosomi degli eucarioti, che sono formati 
da un complesso di DNA, RNA e proteine chiamato 
cromatina, sono entità dinamiche il cui aspetto va- 
ria notevolmente a seconda dello stadio del ciclo cel- 
lulare. I singoli cromosomi assumono la loro familia- 
re forma addensata (Figg. 27.1 e 33.1) solo durante 
la divisione cellulare (fase M del ciclo cellulare; para- 
grafo 31.4A). Durante l’interfase, la restante parte 
del ciclo, in cui il DNA dei cromosomi è trascritto 
e si replica, i cromosomi della maggior parte delle 
cellule sono così dispersi che non possono essere sin- 
golarmente individuati (Fig. 33.2). D 
I citologi sanno da molto tempo che ci sono due tipi 
di cromatina dispersa: una varietà meno condensata 
chiamata eucromatina e una varietà più condensa- 
ta chiamata eterocromatina (Fig. 33.2). Questi due 
tipi di cromatina differiscono, come vedremo, per 
il fatto che i geni della eucromatina vengono espres- 
si mentre la eterocromatina non è espressa. 

I 46 cromosomi di una cellula umana contengono 
ciascuno tra 48 e 240 milioni di coppie di basi, così 


Figura 33.1 Fotografia al microscopio elettronico di un cromosoma 
umano in metafase. (Per gentile concessione di Gunther Bahr, Armed 
Forces Institute of Pathology.) 
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Nucleoli con DNA 
A intranucieolare 


Figura 33.2 Una sezione sottile condotta attraverso il nucleo di una 
cellula trattata con il reagente di Feulgen (che reagisce con il DNA 
dando una intensa colorazione rossa). L'eterocromatina appare sotto 
forma di regioni intensamente colorate vicino ai nucleoli e alla mem- 
brana nucleare. Il materiale colorato meno intensamente è eucromati- 
na. (Per gentile concessione di Edmund Puvion, CNRS.) 


che il loro DNA, che è molto probabilmente conti 
nuo (paragrafo 28.2C), ha una lunghezza lineare com- 
presa tra 1,6 e 8,2 cm (3,4 A/bp). Tuttavia nella meta- 
fase, momento in cui assumono il loro stato di mag- 
giore condensazione (Fig. 33.1), questi cromosomi mo- 
strano una lunghezza tra 1,3 e 10 um. Il DNA cromo- 
somico quindi ha un rapporto di condensazione 
(rapporto tra la ‘sua lunghezza lineare e la lunghez- 
za del suo contenitore) > 8 000. Come può il DNA rag- 
giungere nella cromatina un tale stato di condensa- 
zione? Studi strutturali hanno rivelato che questa ca- 
pacità scaturisce da tre livelli di ripiegamento. Di 
scuteremo di questi livelli più oltre, iniziando con 
il livello più basso. Iniziamo tuttavia con lo studiare 
le proteine responsabili di gran parte di questi ripie- 
gamenti. 


A. Gli istoni 


[1607] Le proteine che compongono la cromatina, e che 
rappresentano più della metà della sua massa, sono 
costituite prevalentemente da istoni. Ci sono cinque 
classi principali di queste proteine, gli istoni Hi, 
HZ2A, H2B, H3 e H4, di cui tutte presentano una 
grossa quota di residui carichi positivamente (Arg 
e Lys; Tabella 33.1). Queste proteine quindi si legano 
ai gruppi fosfato carichi negativamente del DNA. gli 
istoni infatti possono essere estratti dalla cromatina 
con NaCl 0,5M, una soluzione salina sufficientemen- 
te concentrata da poter interferire con queste intera- 
zioni elettrostatiche. 
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Tabella 33.1 Gli istoni presenti nel timo di vitello 


Peso 
Istone o molecolare % Arg % Lys (x1 La ae 
(kD) 
HI 215 23,0 1 29 8 
H2A 129 14,0 9 11 60 
H28 125 13,8 6 16 60 
H3 135 15,3 13 10 330 
H4 102 11,3 14 11 600 


* Unità di Periodo Evoluzionistico: il tempo necessario alla sequenza ammi- 


noacidica di una proteina per cambiare dell'1% dopo che due specie si sono 
staccate (paragrafo 6.38). 


Gli istoni sono conservati nell’evoluzione 


{1608] Le sequenze amminoacidiche degli istoni H2A, 
H2B, H3 e H4 mostrano un notevole. grado di stabili- 
tà dal punto di vista evoluzionistiéo (Tabella 33.1). 
Per esempio, gli istoni H4 di bovini e piselli, specie 
che si sono staccate 1,2 miliardi di anni fa, differisco- 
no solo per la sostituzione conservativa di due resi- 
dui (Fig. 33.3), il che rende HA, l’istone maggiormen- 
te conservato, una tra le proteine note più conserva- 
te nell’evoluzione (paragrafo 6.3B). Una stabilità evo- 
luzionistica così rigida implica che i quattro istoni 
di cui sopra abbiano una funzione critica per la qua- 
le le loro strutture sono così ben disegnate da non 
tollerare alcun cambiamento. Il quinto istone, l’isto- 
ne HI, è più variabile degli altri; vedremo più avanti 
che il suo ruolo differisce da quello degli altri istoni. 


Gli istoni possono essere modificati 


11609| Gli istoni sono soggetti a modificazioni postra- 
duzionali che comprendono metilazioni, acetilazio- 


ni, e fosforilazioni di specifici residui Arg, His, Lys, 
Ser e Thr. 

Tutte queste modificazioni, molte delle quali sono 
reversibili, diminuiscono le cariche positive degli isto- 
ni, alterando quindi significativamente le interazio- 
ni istone-DNA. Nonostante, però, la grande stabilità 
evoluzionistica degli istoni, il loro grado di modifica- 
zione varia enormemente tra le varie specie, tra i 
tessuti e gli stadi del ciclo cellulare. Una modificazio- 
ne particolarmente interessante è quella secondo la 
quale il 10% degli istoni H2A presentano un isopep- 
tide legato tra il gruppo eamminico della loro Lys 
119 e il gruppo carbossilico terminale della proteina 
ubiquitina. 

La coniugazione con l’ubiquitina rappresenta un se- 
gnale per la degradazione di proteine del citosol da 
parte di proteasi cellulari (paragrafo 30.6B), ma non 
è però ancora stato stabilito se questa funzione sia 
esercitata anche su H2A. Sarebbe molto sorprenden- 
te, però, se questa coniugazione con ubiduitina, così 
come altre modificazioni degli istoni, non servisse 
in qualche modo a modulare l’espressione dei geni 
degli eucarioti. 

Molti eucarioti, se non tutti, come hanno scoperto 
per primi Leonard Cohen, Kenneth Newrock e Al 
fred Zweidler, hanno sottotipi geneticamente distin- 
ti di istoni Hi, H2A, H2B e H3 la cui sintesi è avviata 
o interrotta durante stadi specifici dell’embriogenesi 
e durante lo sviluppo di particolari tipi cellulari. Le 
variazioni della sequenza di questi sottotipi sono li- 
mitate solo a pochi residui in H2A, H2B e H3, ma 
sono molto più estese nell’istone H1. Le cellule eri- 
troidi dell'embrione di pollo, infatti, contengono una 
variante H1 che differisce così tanto dagli altri istoni 
H1 da essere chiamata istone H5. Il passaggio da 
un tipo di istone all’altro sembra essere correlato con 
il differenziamento cellulare, ma la natura di questa 


x 


relazione non è nota. 


Ac — Ser — Gly — Arg — Gly — Lvs — Gly — Giy — Lvs — Gly — Leu — 10 
Gly — Lys — Gly — Gly — Ala — Lys — Arg — His — Arg— Lys — 20 
Val — Leu — Arg — Asp — Asn — Ile — Gin — Gly — Ile — Thr— 30 
Lys — Pro — Ala — Ile — Arg — Arg — Leu — Ala — Arg— Arg— 40 
Gly — Gly — Val — Lys — Arg — Ile Ser — Gly — Leu Ile — 50 
Tyr — Glu — Glu — Thr — Arg — Gly — Val — Leu — Lys — Val — 60 
Phe — Leu — Glu — Asn — Val — Ile Arg — Asp — Ala — Val — 70 
Thr — Tyr — Thr — Glu — His — Ala — Lys.— Arg — Lys— Thr— 80 
Val — Thr — Ala — Met — Asp — Val — Val— Tyr — Ala— Leu— 90 
Lys — Arg — Gln — Gly — Arg — Thr — Leu — Tyr — Gly — Phe — 100 
Giy — Gly 102 


Figura 33.3 La sequenza amminoacidica dell'istone H4 del timo di 
vitello. | 25 residui di Arg e Lys di questa proteina di 102 residui 
sono indicati in rosso. L'istone H4 dei semi di pisello differisce da 
quello del timo di vitello per sostituzioni conservative ai residui colo- 
rati: Val(60) —— Ile e Lys(77) — Arg. | residui sottolineati sono 


soggetti a modificazioni postraduzionali: Ser(1) è sempre acetilata in 
N e può anche essere fosforilata in O. | residui Lys 5, 8, 12 e 16 
possono essere acetilati in N, e la Lys(20) può essere mono- o dimeti- 
lata in N. (Fonte: DeLange, R. ]., FAMBROUGH, D. M., SMITH, E. L. 
e BONNER, }., /. Mol. Biol., 244, p. 330, p. 5678, 1969.) 
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Capitolo 33 


Il DNA si avvolge intorno all’ottamero di istoni 
per formare il nucleo 
della particella nucleosomiale 


[ie11] La nucleasi micrococcica, come detto in prece- 
denza, inizialmente degrada la cromatina a singoli 
nucleosomi associati in complesso con l’istone H1 (par- 
ticelle chiamate cromatosomi). In seguito ad ulte- 
riore digestione, parte del DNA dei cromatosomi vie- 
ne tagliata via con un processo che libera istoni H1. 
Questo produce la cosiddetta particella centrale del 
nucleosoma, che è costituita da un tratto di DNA 
di 146 bp associato al suddetto ottamero di istoni. 
Il DNA che viene rimosso con questa digestione, e 
che costituiva il tratto di unione tra due nucleosomi 
adiacenti, è chiamato DNA linker. La sua lunghez- 
za varia tra 8 e 114 bp da organismo ad organismo 
e da tessuto a tessuto, sebbene sia di solito — 50 bp. 

La struttura ai raggi X della particella centrale del 
nucleosoma è stata determinata da Gerard Bunick e 
Edward Uberbacher (Fig. 33.7) e, indipendentemen- 
te, da Aaron Klug, John Finch e Timothy Richmond 
fino ad una risoluzione di — 8 À. A questa risoluzio- 
ne così bassa le caratteristiche molecolari grossolane, 
come la struttura ad a-elica, cominciano appena ad 
essere distinguibili. La particella centrale è un disco 
simmetrico che misura 70 À di spessore e 110 À di 
diametro. Il tetramero (H3):(H4); costituisce il nucleo 
dell’ottamero di istoni, con un dimero H2A - H2B che 
forma le basi del disco. Il DNA-B si avvolge intorno 
all’ottamero di istoni come una superelica sinistrorsa 
piatta dal passo di 28 À, compiendo 1,8 giri. Ciò non 
di meno, il DNA non assume l’assetto a superelica 
uniformemente, ma viene piegato piuttosto brusca- 
mente in parecchi punti, cosicché ci sono grosse va- 
riazioni nella larghezza dei suoi solchi maggiori e 
minori. Le interazioni proteine-DNA avvengono al- 
l'interno della superelica di DNA; nessuna proteina 
circonda il DNA o sporge dai giri della superelica. 
Due paia di strutture a bastoncino, correlate simme- 
tricamente, di H3, presumibilmente a-eliche, entra- 
no in contatto con il solco minore del DNA con mo- 
dalità che ricordano superficialmente il modello pro- 
posto per l’interazione tra il DNA e le proteine 
sequenza-specifiche dei procarioti, come la proteina 
Cro (paragrafo 32.3D). 


L’istone H1 sigilla il nucleosoma 


612] Nella digestione con nucleasi micrococcica dei 
cromatosomi, le — 200 paia di basi sono per prima 
cosa ridotte a 160 bp. C'è quindi una pausa prima 
che l’istone Hi venga rilasciato e il DNA ulterior- 


[{612] 1612) 1613] 
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mente accorciato a 146 bp. La simmetria doppia del- 
la particella centrale suggerisce che la riduzione del- 
la lunghezza del DNA di 166 bp avvenga tramite 
la rimozione di 10 bp da ciascuna delle sue due estre- 
mità. Poiché il DNA di 146 bp della particella centra- 
le fa 1,8 giri di superelica, il DNA di 166 bp dovreb- 
be essere in grado di fare due giri completi di supe- 
relica, la qual cosa porterebbe le sue due estremità 
il più vicino possibile. Klug ha quindi proposto che 
l’istone H1 leghi il DNA nucleosomiale in una cavità 
formata dal segmento centrale del suo DNA e dai 
segmenti entrante e uscente dalla particella centrale 
(Fig. 33.8). Questo modello è sostenuto dall’osserva- 
zione che nei filamenti di cromatina contenenti H1 
il DNA entra ed esce dal nucleosoma dallo stesso lato 
(Fig. 33.9a), mentre nella cromatina privata di H1 
i punti di entrata e di uscita sono distribuiti più ca- 
sualmente e tendono a disporsi sui lati opposti del 
nucleosoma (Fig. 33.9b). Il modello suggerisce anche 
che la lunghezza del DNA linker sia controllata dalla 
sottospecie di istone H1 ad esso legata. 


L’assemblaggio del nucleosoma 
è probabilmente mediato da un fattore 


{x613] Come si formano i nucleosomi in vivo? In vitro, 
ad alte concentrazioni saline, i nucleosomi si autoas- 
semblano a partire dalla appropriata miscela di DNA 
e di istoni. Infatti, quando sono presenti solo H3, H4 
e DNA nella miscela, si formano particelle simili ai 
nucleosomi che contengono ciascuna un tetramero 
(H3)(H4).. Presumibilmente le particelle centrali dei 


Proteina 


Figura 33.8 Si ritiene che l'istone H1 si leghi al DNA del nucleosoma 
di 166 bp. | due giri completi di superelica del DNA mettono listone 
H1 in condizione di legarsi al centro e alle due estremità del DNA. 
In questa figura l’ottamero di istoni è rappresentato dal corpo centrale 
sferoidale e la molecola H1 è rappresentata dal cilindro. 
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Figura 33.9 Fotografie al microscopio 
elettronico di (a) cromatina contenen- 
te H1 e (b) cromatina depleta di H1, 
entrambe in soluzione salina da 5 a 
15 mm. La barra rappresenta 1 000 À. 
(Per gentile concessione di Fritz Tho- 
ma, Eidgenéssische Technische Hoch- 
schule.) 


nucleosomi si formano per aggiunta di dimeri 
H2A - H2B a queste particelle. 

A concentrazioni saline fisiologiche l'assemblaggio 
dei nucleosomi in vitro avviene molto più lentamen- 
te che ad alte concentrazioni saline e, a meno che 
la concentrazione di istoni sia attentamente control. 
lata, è accompagnato da notevole precipitazione di 
istoni. Tuttavia, in presenza di nucleoplasmina, una 
proteina acida che è stata isolata dal nucleo dell’ooci- 
ta di Xenopus laevis, e di DNA topoisomerasi I (un 
enzima che taglia e lega il DNA; paragrafo 28.5C), 
l'assemblaggio dei nucleosomi procede rapidamente 
senza precipitazione di istoni. La nucleoplasmina si 


lega ‘agli istoni ma non al DNA né ai nucleosomi. 


Questo suggerisce che la nucleoplasmina partecipi al- 
l'assemblaggio dei nucleosomi agendo come uno «cha- 
peron molecolare» che mette insieme istoni e DNA in 
modo controllato, prevenendo quindi la loro aggrega- 
zione non specifica tramite le loro interazioni elettro- 
statiche, altrimenti forti. La DNA topoisomerasi I agi- 
sce senza dubbio fornendo al nucleosoma il livello 
di superavvolgimento preferito. 

Quando il DNA eucariotico si replica in vivo, en- 
trambe le molecole figlie sono immediatamente in- 
corporate in nucleosomi, come è dimostrato da foto- 
grafie al microscopio elettronico che mostrano nu- 
cleosomi su entrambi i lati di forcelle di replicazione 
attive. Quando però il DNA si replica in cellule espo- 
ste alla cicloesimmide, un inibitore della sintesi ribo- 
somiale delle proteine (paragrafo 30.3G), solo uno dei 
filamenti figli ha un aspetto «perlato» mentre l’altro 
è semplice DNA nudo (Fig. 33.10). 

Questa osservazione indica che la molecola parentale 
trasferisce i suoi nucleosomi ad uno solo dei filamen- 
ti figli, mentre l’altro si associa a nucleosomi di 


Figura 33.10 Fotografia al microscopio elettronico di una forcella di 
replicazione del DNA generata dopo che la sintesi di nuovi istoni 
era stata bloccata dalla presenza di cicloesimmide, un inibitore della 
sintesi proteica. Solo uno dei due lati della forcella di replicazione 
è organizzato in nucleosomi, indicando quindi che i nucleosomi as- 
sociati con l'elica di DNA parentale sono trasferiti solo a una delle 


eliche figlie. (Per gentile concessione di Harold Weintraub, Hutchin- 
son Cancer Center.) 


nuova sintesi. È stato ipotizzato che i vecchi nucleo- 
somi vengano passati alla molecola figlia che contie- 
ne il filamento leader, poiché sembra improbabile 
che i nucleosomi si possano assemblare sulle regioni 


a singola elica del DNA formate per replicazione del 
filamento ritardato. 


C. | filamenti di 300 À: 


il secondo livello di organizzazione 
della cromatina 


1614] Il DNA nucleosomico di 166 bp ha un rapporto 
di condensazione di 10 (la sua lunghezza lineare di 
560 À è avvolta con un superavvolgimento alto 56 
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ripiegarsi su se stessa per formare un’ansa). Conside- 
rando la larghezza di 0,4 um dell’impalcatura, que- 
sto modello predice per un cromosoma in metafase 
un diametro di 1,0 um, in accordo con quanto si os- 
serva (Fig. 33.14b). Un tipico cromosoma umano, che 
contiene — 140 milioni di bp, dovrebbe quindi avere 
-2000 di queste anse radiali di — 70 kb. L’impalca- 
tura di 0,4 um di diametro per 6 um lunghezza di 
tale cromosoma ha un’area sufficiente per legare que- 
sto numero di anse radiali. Il modello delle anse ra- 
diali corrisponde quindi al rapporto di condensazio- 
ne del DNA osservato nei cromosomi in metafase. 

Non si sa quasi nulla di come i filamenti di 300 À 
si organizzino per formare le anse radiali né di co- 
me i cromosomi metafasici e i cromosomi interfasici, 
molto più dispersi, si interconvertano gli uni negli 
altri. Di certo proteine non istoniche, le cui centi- 
naia e forse migliaia di varietà costituiscono quasi 
il 10% della quota proteica dei cromosomi, devono 
essere coinvolte in questi processi. Ci sono inoltre in- 
teressanti indicazioni che le anse radiali siano le uni- 
tà di trascrizione dei cromosomi. 


E. | cromosomi politenici 


616] La struttura diffusa della maggior parte dei cro- 
mosomi durante l’interfase (Fig. 33.2) ne rende im- 
possibile la caratterizzazione a livello di geni indivi 
duali. La natura però ha ovviato a questa difficoltà 
mediante la produzione di cromosomi bandeggiati 
e «giganti» in alcune cellule secretorie che non si di- 
vidono dei ditteri (insetti a due ali) (Fig. 33.15). Que- 
sti cromosomi, di cui quelli delle ghiandole salivari 
della larva di Drosophila melanogaster sono i più este- 
samente studiati, sono prodotti per replicazioni mul. 
tiple di coppie diploidi unite in parallelo in cui le 
repliche rimangono unite l’una all’altra ed in fase. 
Ciascuna coppia diploide può replicarsi in questo mo- 


do fino a nove volte, così che il cromosoma polite- ‘ 


nico finale contiene fino a 2x2°=1024 eliche. 

I quattro cromosomi giganti della Drosophila han- 
no una lunghezza aggregata di —-2 mm così che il 
loro genoma aploide di 1,65x 105 bp in questi cro- 
mosomi ha un rapporto di condensazione medio di 
quasi 30. Circa il 95% di questo DNA è concentrato 
in bande cromosomiche (Fig. 33.16). Queste bande 
(più propriamente dette cromomeri), che vengono 
visualizzate al microscopio tramite colorazione, han- 
no un aspetto caratteristico per ogni ceppo di Droso- 
phila. Riarrangiamenti cromosomici quali duplicazio- 
ni, delezioni e inversioni hanno come risultato cam- 
biamenti nell’assetto delle bande corrispondenti. Il 
bandeggio di un cromosoma politenico, quindi, costi- 
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Figura 33.15 Fotografia al microscopio dei cromosomi politenici co- 
lorati della ghiandola salivare di D. melanogaster. Questi cromosomi 
sono formati da bande che si colorano intensamente inframmezzate 
da regioni che si colorano debolmente. Tutti e quattro i cromosomi 
in una singola cellula sono tenuti insieme dai loro centromeri. Le 
posizioni sul cromosoma dei geni che codificano la alcol deidrogena- 
si (ADH), la aldeide ossidasi (Aldox) e la ottanolo deidrogenasi (ODH) 
sono indicate. (Per gentile concessione di B. P. Kaufmann, University 
of Michigan.) 


Figura 33.16 Fotografia al microscopio elettronico di un segmento 
di un cromosoma politenico di D. melanogaster. Notate come le sue 
regioni comprese tra le bande siano formate da fibre di cromatina 
che sono più o meno parallele all'asse longitudinale del cromosoma, 
mentre le bande, che contengono il — 95% del DNA del cromosoma, 
sono molto più condensate. (Per gentile concessione di Gary Burk- 
holder, University of Saskatchewan.) 
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tuisce una mappa citologica parallela alla sua map- 
pa genetica. 

I cromosomi di Drosophila presentano — 5 000 ban- 

de, più o meno pari al numero stimato di proteine 
prodotte dalla Drosophila. 
Questa correlazione suggerisce che ogni banda cro- 
mosomica corrisponda a un singolo gene strutturale, 
un'ipotesi corroborata dai risultati della tecnica di 
ibridizzazione in situ. 


Figura 33.17 Autoradiografia di un cromosoma politenico di D. mela- 
nogaster ibridizzato in situ con cDNA di una proteina del tuorlo. 
I grani scuri (freccia) identificano la localizzazione sul cromosoma 
del gene della proteina del tuorlo. (Fonte: BARNETT, T., PacHL, C., GER- 
GEN, |. P. e Wensink, P. C., Cell, 21, p. 735, 1980. Copyright © 
1980 Cell Press.) 


In questa tecnica, messa a punto da Mary Lou Par- 
due e Joseph Gall, una preparazione di cromosomi 
immobilizzati viene trattata con NaOH per denatu- 
rarne il DNA, ibridizzata con un mRNA purificato 
e radiomarcato (o con il corrispondente cDNA), e il 
sito di legame sul cromosoma della sonda radioattiva 
viene identificato tramite autoradiografia. 

Un dato mRNA ibridizza con una (o al massimo alcu- 
ne) banda cromosomica (Fig. 33.17). Vedremo che que- 
ste bande, che probabilmente corrispondono alle anse 
radiali dei cromosomi in metafase, rappresentano le 
unità di trascrizione dei cromosomi (paragrafo 33.3). 


2. L'ORGANIZZAZIONE DEL GENOMA 


617] Gli organismi superiori possiedono una grande 
varietà di cellule che differiscono non solo per il loro 
aspetto (Fig. 1.10) ma anche per le proteine sintetiz- 


zate. Le cellule acinose del pancreas, per esempio, 
sintetizzano grandi quantità di enzimi digestivi com- 
prese tripsina e chimotripsina, ma non insulina, men- 
tre le adiacenti cellule 8 pancreatiche producono gran- 
di quantità di insulina ma nessun enzima digestivo. 
Chiaramente, ciascuno di questi diversi tipi di cellu- 
le esprime geni diversi. E tuttavia la maggior parte 
delle cellule somatiche di un organismo multicellula- 
re contiene le stesse informazioni genetiche dell’uo- 
vo fecondato da cui sono derivate (un fenomeno de- 
scritto come totipotenza). 

Ciò è stato dimostrato, per esempio, da John Gur- 
don, che è riuscito a crescere rane adulte normali 
a partire da un uovo fecondato il cui nucleo era stato 
sostituito con il nucleo di una cellula intestinale di 
girino. In questo paragrafo descriveremo l’organiz- 
zazione del genoma nei cromosomi degli eucarioti, 
che permette questa enorme flessibilità di espressio- 
ne. Come viene controllata questa espressione gene- 
tica sarà il soggetto del paragrafo 33.3. 


A. Il paradosso del valore C 


[1618] Ci si potrebbe ragionevolmente aspettare che 
la complessità di un organismo sì correli approssi- 
mativamente con il suo valore C, cioè la quantità 
di DNA;del suo genoma aploide. Dopo tutto, la com- 
plessità riorfologica di un organismo deve riflettere 


s 


la complessità genetica che ne è alla base. Ciò non 


di meno, in quello che è noto come il paradosso 


. del valore C, molti organismi hanno un valore C 


inaspettatamente grande (Fig. 33.18). Per esempio, il 
genoma dei «polmonati» (gruppo di pesci arcaici che 
respirano aria) è da 10 a 15 volte più esteso di quello 
dei mammiferi, e quello di alcune salamandre è an- 
che più ampio. Il paradosso del valore C, inoltre, sì 
applica persino a specie strettamente correlate; per 
esempio, i valori C di numerose specie di Drosophila 
variano anche di 2,5 volte. Questo DNA «extra» nei 
genomi più ampi ha una funzione, e, se non ce l’ha, 
perché è conservato di generazione in generazione? 

Si pensa che il genoma di 4 milioni di bp di E. coli 
codifichi — 3.000 prodotti genici (di cui ne sono stati 
caratterizzati circa la metà). Per contro, si stima che 
il genoma aploide umano, di 2,9 miliardi di bp, che 
è 700 volte più grande di quello di E. coli, codifichi 
30-40 000 proteine; ciò significa che gli esseri umani 
hanno un numero di geni strutturali solo di 10-13 
volte superiore a quello di E. coli. Certamente il con- 
trollo dell’espressione genica negli eucarioti deve es- 
sere un processo molto più elaborato che nei proca- 
rioti. E tuttavia, tutto il DNA non espresso del geno- 
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tuto. Se il DNA rinaturante è radiomarcato, se ne 10 —__ (a) (6) 
potranno individuare quantità molto più piccole di Jil: S' ABCDE E' D' C' B'A' 3' 5 E' D'C' B'A' 
quanto sia possibile mediante spettroscopia. Così, tra- "3 |] 
mite la cromatografia su idrossiapatite di DNA ra- 08 a x Sha 
diomarcato, si può convenientemente misurare la cur- 5 "3 è 
va Cot di DNA di tale complessità il cui ty è di gior S| 2 
ni o settimane in una piccola frazione di questo pe- ia ts 
riodo. S i 
2 Sn E — E 
SO "È DO — E' 
B. Le sequenze ripetute S LA sa = Di 
u D) B B 0! 
. ; ; ; 0,2 | #. Redi se 
x620] Considerate un campione di DNA consistente \ o 5: 3: e 
di sequenze con vario grado di complessità. La sua n 3 A a 
curva Co, come nella Fig. 33-20 per esempio, è la 0 ae ai 
somma delle curve Cot individuali di ciascuna clas- 103 10-2 01 1 10 10? 103 10* 105 i Ferie dii basi ipa Poca ga otra $ | si 
se di complessità del DNA. L’analisi della curva Cat Gt (mol -s-175) AREsa si o stessa. In questo caso A è annate ad w B AÎ 
ha dimostrato che il DNA virale e dei procarioti ha potrebbe assumere una conformazione a croce formata da due stru 8° 
poche, se non nessuna, sequenze ripetute (Fig. 33.19, 7 . ture ripiegate su se stesse opposte. La stabilità di questa struttura sa- ‘chit 
MS2, T4 e E. coli). Al contrario, il DNA degli eucarioti Figura 33.21 La curva (Cot) del DNA di Strongylocentrotus aria rebbe inferiore a quella del corrispondente DNA a doppia elica, ma ui 
7 2. tus (un riccio di mare). (Fonte: Gatau, G. A., BRITTEN, R. ). e DAviD solo per la perdita dell'energia di appaiamento delle basi nelle anse DI 
mostra curve Ct complesse (Fig. 33.21) che devono son, E. H., Cell, 2, p. 11, 1974.) on aRAE ei — 
derivare dalla presenza di segmenti di DNA di sva- : 
riate complessità differenti. 4 
L’analisi della cinetica indica che le curve Cot de- De 
gli eucarioti possono essere attribuite alla presenza quenze e la distribuzione cromosomica di questi seg- La funzione delle sequenze ripetute invertite, di 
di quattro classi di DNA definite in modo in un certo menti di DNA variano con le specie, e quindi non cui nel genoma umano se ne contano circa 2 milioni, 
senso arbitrario: (1) sequenze uniche (— 1 copia/ge- si può fare una descrizione unificata di come sono è sconosciuta. Tuttavia, siccome le strutture a croce 
noma aploide), (2) sequenze moderatamente ripe- organizzati. Ciò non di meno si possono fare alcune che vengono formate da strutture ripiegate appaiate 
tute (0 ripetitive) (< 105 copie/genoma aploide), (3) generalizzazioni, come vedremo più avanti. (Fig. 33.22b) sono solo leggermente meno stabili del- 
sequenze altamente ripetute (> 10° copie/genoma la corrispondente coppia di DNA normale, è stato 
aploide), e (4) sequenze ripetute invertite. Le se- suggerito che le sequenze ripetute invertite funzio- 
Le sequenze ripetute invertite formano nino come una sorta di interruttore molecolare della 
strutture che si piegano su se stesse cromatina. 
À 1,70 
Coppie di nucleotidi 1621] 1 DNA di eucariote che si riassocia più rapida- { (1,692) 
10 102 103 104 105 105 107 108 mente, e che rappresenta fino al 10% di certi geno- Il DNA altamente ripetitivo < i 
1,00 mi, rinatura con una cinetica di primo ordine. Evi- è concentrato ai centromeri =) 
dentemente questo DNA contiene sequenze inverti $ 
n te (complementari a se stesse) molto vicine, che pos- 622] Il DNA altamente ripetitivo consiste di gruppi 3 
OT sono ripiegarsi su se stesse formando strutture ri- di sequenze quasi identiche lunghe fino a 10 bp che ©) cu 
3 piegate a forcina per capelli (Fig. 33.22a). Le sequen- sono ripetute in tandem migliaia di volte. Tale DNA © FARt 
© ze invertite possono essere isolate assorbendo su idros- a sequenza semplice può essere spesso separato dal 2 
S 0,50 siapatite le coppie di DNA che si formano a valori resto del DNA cromosomico mediante degradazione 2 II (1,671) 
Ù di Cot molto bassi, e degradando quindi le code e meccanica seguita da ultracentrifugazione su gradien- È 
E le anse a singola elica con nucleasi $1 (una endonu- te di densità di CsCÌ, dato che la sua caratteristica 5 
e 0257 cleasi ricavata dall’Aspergillus oryzae che digerisce composizione di basi ne determina l’isolamento co- È; 
preferenzialmente DNA a singola elica). Le sequen- me «satellite» della banda principale di DNA (Fig. 
j ze ripetute invertite che ne risultano variano in lun- 33.23; ricordate che la densità di galleggiamento del 
105 104 103 1072 0,1 1 10 10? 10° 


Gt (mol -s-17*) 


Figura 33.20 La curva (Cot) di una ipotetica molecola di DNA che 
era, prima della frammentazione, lunga 2 milioni di bp e formata 
da una sequenza unica di 1 milione di bp e da 1 000 copie di una 
sequenza di 1000 bp. Notate la natura bifasica della curva. 


ghezza da 100 a 1000 bp, che sono taglie troppo gran- 
di per avere avuto una evoluzione casuale. Studi con- 
dotti mediante ibridizzazione in situ su cromosomi 
in metafase usando queste sequenze ripetute inverti 
te come sonda mostrano che esse sono distribuite in 
molti punti sul cromosoma. 


DNA in CsCl aumenta con l'aumentare del contenu- 
to di G+C; paragrafo 28.4D). Le sequenze di questo 
DNA, che è anche conosciuto come DNA satellite, 
sono specie-specifiche. Per esempio il granchio Can- 
cer borealis ha una semplice sequenza di DNA, che 
ammonta al 30% del suo genoma, in cui l’unità ripe- 


COC CGIE :IE[R ENINNINE hi 


Densità di galleggiamento 


Figura 33.23 La distribuzione delle densità di galleggiamento del DNA 
di Drosophila virilis centrifugato all'equilibrio in CsCl neutro. Sono 
presenti tre bande maggioritarie di DNA satellite (p= 1,692, 1,688 
e 1,671), in aggiunta alla banda principale di DNA (p= 1,70). (Fonte: 
Gatt, }. G., COHEN, E. H. e AtHERTON, D. D., Cold Spring Harbor 
Symp. Quant. Biol., 38, p. 417, 1973.) 
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Figura 33.26 Una fotografia al microscopio elettronico di schiere di 
geni degli rRNA 185, 5,85 e 285 attivamente trascritti nei nucleoli 
di Notophthalmus viridescens. Le fibre assiali sono DNA. Le matrici 
fibrillari «ad albero di Natale», che sono formate da RNA di nuova 
sintesi organizzato in complesso con proteine, sottolineano ciascuna 
unità di trascrizione. Notate che i rami di ribonucleoproteine più lun- 
ghi di ciascun «albero di Natale» sono solo il — 10% della lunghezza 
dello stelo di DNA corrispondente. Apparentemente l’RNA è compat- 
tato mediante interazioni strutturali secondarie e/o associazioni con 
proteine. | segmenti di DNA privi di matrice tra le punte di freccia 
sono gli spaziatori non trascritti. (Per gentile concessione di Oscar 
L. Miller, Jr., University of Virginia.) 


Il nucleolo è la sede della sintesi di rRNA 
e dell’assemblaggio dei ribosomi 


{{627] In un tipico nucleo di una cellula in interfase, 
P'rDNA si condensa formando un singolo nucleolo 
(Fig. 1.5). Lì, come suggerisce la Fig. 33.26, questi 
geni sono trascritti rapidamente e continuamente da 
parte della RNA polimerasi I (paragrafo 29.2F). Il nu- 
cleolo, come è dimostrato da esperimenti di radio- 
marcatura, è anche la sede dove questi rRNA subi- 
scono modificazioni postrascrizionali e vengono as- 
semblati come subunità ribosomiali immature con 
proteine ribosomiali sintetizzate nel citoplasma. L'as- 
semblaggio finale delle subunità ribosomiali avviene 
solo quando esse vengono trasferite nel citoplasma, 
il che presumibilmente impedisce che vengano tra- 
dotti prematuramente degli mRNA parzialmente ri- 
maneggiati nel nucleo (hnRNA). 


rRNA 5S è sintetizzato 
separatamente dagli altri rRNA 


1628]I geni che codificano gli rRNA 5$ di 120 nu- 
cleotidi, così come gli altri geni di rRNA, sono dispo- 
sti in gruppi che contengono un totale di parecchie 
centinaia o migliaia di tandem ripetuti distribuiti su 
uno o più cromosomi. Nello Xenopus laevis, l’organi- 
smo in cui i geni di rRNA 5S sono stati meglio carat- 
terizzati, le unità ripetitive consistono del gene di 
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rRNA 55, di un adiacente pseudogene (un segmen- 
to di 101 bp del gene di rRNA 5S$ che, curiosamente, 
non è trascritto) e di uno spaziatore non trascritto 
di lunghezza variabile ma mediamente intorno a 400 
bp (Fig. 33.27). I geni di rRNA 5S$ sono trascritti fuori 
dal nucleolo ad opera della RNA polimerasi III (para- 
grafo 29.2F), un enzima diverso dalla RNA polimera- 
si L rRNA 5S deve quindi essere trasportato nel nu- 
cleolo per essere incorporato nella subunità riboso- 
miale grande. Anche i geni di tRNA, che sono simil- 
mente trascritti dalla RNA polimerasi III, sono ripe- 
tuti e raggruppati, ma l’organizzazione di questi cir- 


x 


ca 60 geni diversi è in gran parte ignota. 


I geni degli istoni sono ripetuti 


[1629] Gli mRNA degli istoni hanno una vita citopla- 
smatica relativamente breve poiché sono privi della 
coda di poli(A) che è presente su altri mRNA degli 
eucarioti (paragrafo 20.4A). Gli istoni però devono 
essere sintetizzati in gran copia durante la fase $ del 
ciclo cellulare (quando viene sintetizzato il DNA). 


Pseudogene non 
trascritto 


Gene Spaziatore non 
dell'rRNA 5S trascritto 


Figura 33.27 L'organizzazione dei geni dell'RNA 55 di Xenopus lae- 
vis. Ciascuna delle unità ripetute in tandem lunga — 750 nucleotidi 
consiste di un gene per l'RNA 55 seguito da uno spaziatore non tra- 
scritto in cui uno pseudogene segue da vicino il gene di 55. 


H3__H2A 


Hi __H4_ H2B 


P. miliaris 6000 bp 
(precoce) 
S. purpuratus BR ] Dre ra a 6540 bp 
ia - I -M--DI 
L. pictus 7240 bp 
(precoce) 

4800 bp 


N. viri- 
descens 


Figura 33.28 L'organizzazione e le dimensioni delle unità ripetute 
del raggruppamento dei geni degli istoni di diversi organismi (i primi 
tre organismi dall'alto sono ricci di mare evoluzionisticamente distan- 
ti tra loro). Le regioni codificanti sono colorate mentre gli spaziatori 
sono grigi. Le frecce indicano la direzione della trascrizione. 


L'espressione dei geni negli eucarioti 1201 
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Questo processo è reso possibile dalla ripetizione in 
molteplici copie dei geni degli istoni, che nella mag- 
gior parte degli organismi sono i soli geni identici ri- 
petuti che codificano delle proteine. Si pensa che que- 
sta organizzazione permetta un sensibile controllo 
della sintesi degli istoni per mezzo della trascrizione 
coordinata dei gruppi di geni degli istoni. I geni de- 
gli istoni differiscono anche da molti altri geni degli 
eucarioti per il fatto che quasi tutte le sequenze per 
gli istoni sono prive di introni (sequenze non codifi- 
canti intercorrenti; paragrafo 29.4A). Il significato di 
questa osservazione è oscuro. 

C'è scarsa relazione tra la taglia di un genoma e 

il suo numero totale di geni per gli istoni. Per esem- 
pio, gli uccelli ed i mammiferi hanno da 10 a 20 co- 
pie di ciascuno dei 5 geni per gli istoni, la Drosophila 
ne ha —100 e i ricci di mare ne hanno parecchie 
centinaia. 
Questo suggerisce che l’efficienza dell’espressione dei 
geni degli istoni vari a seconda delle specie. In molti 
organismi, come hanno dimostrato studi di sequen- 
za di geni clonati, i geni degli istoni sono organizzati 
in quintetti ripetuti in tandem che sono formati da 
un gene per ciascuno dei cinque diversi istoni me- 
scolati a spaziatori non trascritti (Fig. 33.28). L’ordi- 
ne dei geni e la direzione della trascrizione in questi 
quintetti sono conservati anche attraverso lunghe di- 
stanze evoluzionistiche. Le sequenze degli spaziatori 
corrispondenti variano grandemente tra le specie e, 
in misura minore, tra i quintetti ripetuti all’interno 
di un genoma. Negli uccelli e nei mammiferi questa 
organizzazione ripetitiva si è interrotta; i loro geni 
degli istoni sono presenti in gruppi ma senza un par- 
ticolare ordine. 


Le sequenze ripetute possono essere generate 
e mantenute tramite crossover ineguali 
e/o conversione genica 


‘1 


630] Una delle questioni principali a proposito dei 
geni ripetuti è come fanno a mantenere la loro iden- 
tità? Il solito meccanismo di selezione darwiniana 
sembrerebbe inefficace nel far ciò dato che mutazio- 
ni deleterie in poche copie di un gruppo di geni iden- 
tici ripetuti non avrebbe un grosso effetto sul fenoti- 
po. Infatti, molte mutazioni non alterano la funzione 
di un prodotto genico e sono quindi selettivamente 
neutre. I gruppi di geni ripetuti devono quindi man- 
tenere la loro omogeneità tramite qualche altro mec- 
canismo. Due meccanismi sembrano plausibili: 


1. Nel meccanismo del crossover ineguale (Fig. 
33.29a) la ricombinazione avviene tra segmenti 


(a) Crossing-over 


(b) Riparazione per ricombinazione 


Figura 33.29 Due meccanismi possibili coinvolti nel mantenimento 
dell’omogeneità di una famiglia multigenica organizzata in tandem. 
{a) Un crossingover ineguale tra geni male appaiati ma simili determi. 
na la delezione di un segmento di DNA spaiato da un cromosoma 
e la sua aggiunta all’altro. (b) La conversione genica «corregge» un 
membro di una schiera organizzata in tandem rispetto ad un altro 
tramite un meccanismo di riparazione con ricombinazione. Cicli ri- 
petuti di entrambi i processi potranno sia eliminare una variante di 
un gene sia diffonderla in tutta la schiera di geni organizzati in tandem. 


omologhi di cromosomi male allineati, tagliando 
quindi un segmento da uno dei cromosomi ed ag- 
giungendolo all’altro. Modelli di simulazione al 
computer indicano che tali espansioni e contra- 
zioni ripetute di un cromosoma genereranno, per 
processo casuale, un gruppo di sequenze ripetute 
che sono derivate da un gruppo di sequenze an- 
cestrali molto più piccolo. 

2. Nel meccanismo della conversione genica (Fig. 
33.29b) un membro di un gruppo di geni ripetuti 
«corregge» una variante vicina tramite un proces- 
so che assomiglia alla riparazione per ricombina- 
zione (paragrafo 31.5C). 


Poiché le mutazioni puntiformi sono eventi rari pa- 
ragonati ai crossover, entrambi i meccanismi risulte- 
rebbero, alla fine, o nell’eliminazione di una varian- 
te di nuova formazione di una sequenza ripetuta o 
nella sostituzione dell'intero gruppo. Se una muta- 
zione che è stata concentrata in questo modo è dele- 
teria, essa sarà eliminata per selezione darwiniana. 


par 


SD 18491p anp ounwiof g a 0 0d1 1p vu:goSouz,] 
-]ap pnunqns 3] 0UvI1fIPOI 319 1U28 1 11afnuuvwi 19N 
‘10H IP %IL1 3 (A Ip 
SjuerIeA eun a Q mo Ul ©9°0) “yaqH IP %7 Il ‘VGH 
IP %L6- 2USLuUoI ajuauijeuniou 0}|npe anfues I 
‘eloseu ET[ap euiLid aueumtttos aysod ep amped e gf 
eipep eiezuerddos ajuaupenpeas a 4 exungqns ET (9) 
-uoueAniodsii ‘puepiod QH 2 II 491105) QH 3]}ew 
«ergo 0uos 475 a Tao ‘el}[e fe eun, [[ep 2UOIZISULI) 
Ip oporiad ji azuelmp nuasaid aurgo[Sowra aj) ©A%0 
‘(IQH) 2[e}3] euigqo;Sow1a, je auIBLIio opuep ‘g elle 
apruns ‘£ èirungqns elpep a 0 enunqus e[[ep (auorzew 
- 10} BAONU Ip mNooJ]rIa uI) ajejuerddos cuoSuaa anieu 
-oLIQuIa Elungquns 3] ojuatuIda9U0I [ep euEwul}}as BA 
-e}jo Je OUIo]uI ‘(eee ‘St13) auaweamadsLi g a 0 pe 
IrusIs Buungns Quos 3 23 f mo UI (I 1909 QH) °3°5S 
o13weI}a] un a ‘quad ‘oueum auoliqua [[ep enopord 
eutqo[Souwia EuILIC ET ‘3)}e]a 1105 2}uawIjeamm])na)s ou 
-0s gl a 0 enunquns aj mo uI “gio LISWIEI]2]) Ep eliewI 
-10} 3 (VQH) ONjnpe jap uewm euIigo[Sowa 7 [9E£9I 


oddnyias 0[]3p Ise; 3[ opuoosas 
neurpio iddnid anp ur 
Hezziuedao cuos eueum eurgo[Sowra, [jap 1uò3f ] 


‘0755 oJeISeI 
-ed ej[au assnosIip OUOS OLIENUNUILII BWIS]SIS [Ip aula] 
“od a] ouesgipoo ayo neddnaSSei 1us3 Ip ansie; 
a] (euewIn BUIQO[Sowra, [[ap enungns ip id) anp 1 0u 
“BOLJIpoo 3UI agfonb ‘ajezzizonieseo ogSawu neddnas 
-Sea ruaS Ip agSruue] a][ap anp ip auorzezziueSi10,] au 
-0IZEJapisuoo UI cwalapuard guanfas yerSesed ron 
‘eIosoUIOIo Un Ip auorSa: ejoSurs eun ur ereddna$ 
«Bei a aurajosd qei eotgipoo ayo ruaS ip egSiuez er 
‘ISt9 [OI U] ‘3 JUaUIfeUorZUuni 3 2]}UAWI[eIn]InIa]s Ie] 
-31109 autajo1d Ip arie; Ip LIQUISTI 0HOS IP 0UOS 
assa ‘(07:25 ojesSesed) ruaSerjoo LEA I9p o ‘(c*4I 0Je1S 
-eIed) Ise]se]a pa eursdizzowuryo ‘usci 1ansasip I 
“TIZUa I]Sap oseo [au auI0o ‘0jsolInIg ‘auoIun 2JuawIeI 
3A 0UOS CUISIUESIO 0]ep un ul autz]o1d aY50d [SE9T] 


Euiqo|B0wa,||jap 1US8 1ap auoIZezzIUEZIO, | 
ineddnu83e1 1u93 Ip a1BIWwEY ‘3 


MIHO 
Ip ruas eujxa Sap aenpeiS enpued erre eliod o]ex 


-21)0]}9UI IP EZUaSse UI a Iem[[ed Bosso aJOLI3]M ] ‘If 
“iqeisui a]juawreonauaS cos neomdure rus ip id 1 
IQUIBIJUI ‘aSOSIUEI IM[[9O UI 0]OS OJEAIASSO 0}e]S 3 Ou 
-3uI0u3] 0]sanb aus atelou Ip euad e] esqea auaggas 
‘osa1duroo aq eIOdUE è UOU LIEM[99 Idi} 1 iquenua 


ur eotuaS suoIzesI IA we [jap oWISIUEIdIUI ]] ‘IUTOSOLU 
-019 tu nerSa;ui cuos nunisse YIHC 1u25 1 LIeEM{[93 
22uI] a1}e ur auawi ‘“YIH( 2u25 [ap ardoo nid o eun 
auaniuo9 Ipendb rap cunosero «aurosouro.Ig> aÌnurmui 
alqnop» 2U109 IHOU IDILIOSOWIOIIEI]X3 I}Uawa]a ou 
-08Ua]u095 LIEM{[ao aut. a]sanb rp aunoje ip Liquier 

*PUBIULALIEP 2UOIZa[as IP OLIOJEIOGE] IP 
SUOIZEI]}SOWIIP elerjo eun — ewizua 0]sanb Ip suorz 
-nporddeinos epuawai) eun Ip sedeo ipumb cuos a 
YIHC aus8 [ap ados 000 1 è cut; ouosuz]uo00 ‘autz ee 
‘945 ami[90 Ip ezuaniaatidos e] eutWw.19]9p 0]}ex23.1}0] 
-aUI Ip asop er[ap aenpess oquawme,T ‘(g7'+7 0JeISEI 
ed) VNQ Ip IS9]UIS e] Ipumb opuagiut (J3HO) ISENP 
221 O]e[oJo1pup ere ajuawutigissanalI! èS9] IS ‘Euop 
10911 IS AUIOI ‘EZUE]SOS EISANT) ‘0}E[oJOs1prip [ap 050] 
-euEe UN ‘0}EX31]0]9LU [e a]eAI}[o3 ]ELUITuEe am[[ao al[op 
opusuodsa ‘orduiasa Jad ‘augalasso ond is ossazoid 
a[e} UN (0OEULIE] [ap o1jfesiag ewIzua,][ap suoIznp 
-01ddenos e] a ezua]sIisaI-00ewIIe] a]e) eun a mismboe 
qnd atem[oo eour] eun aqend pi a]juerpawui owustUEzzaTI 
un reoynadera) eIoroljza ens e] apiad coew.IE] ponb 
ao ojund [e a]ualsIsaI auawrenissalSo1d ‘aniqisuos 21 
-USUI]EIZIÙ! ‘AI OtUN] UN Ipuai 09ISSO]OMNI COLULIRI UN 
IP EnUIr}uoI SUOIZEIISIUTUITUOS E[ SUI 2 SUNTUCI au 
-OIZEAIASSO UN OIIUPINUE EIdEISIONLIAYI ETTON [FEST] 


eoruad suorze:gigdue ip 
O}EIMsiI [I alossa ond EeEZus]sIsaI-00EULIE} e] 


‘TporuotI0I ru2a8 Iap pudaxou ardoo ei 
-uasasd ‘asanui ‘ovustueSIo 0]sanb Ip ewous8 JI (elas 
ETI9Pp EI[EJIE] eT[ap I}1000 I[S9U BUIIA AE UOU IDIUOLIOI 
tu35 I9p suoIzesI][dure,.] au 21e]ou 3]juessala]ui q 
‘(TE'££ ‘S13) ELIOSOWIOIO [IP alted ey e ovosueuItI Hei 
“tigdure IIuorioo rua5 1 MI UT (eoruazod a1uaWItEtZ 
-Jed) ruorzeDiziuIeI 19I[da]jow1 uo eIn]nI]s eum cUELI 
-10] aYo IDIUOLI0I IU25 Ios tap ‘aqoA 01 — ded ‘eau 
-}Jajas auorzeordai erpep omfas a ossasod 03sand) ‘31 


CEIUIBSIA 40 AUSIBAIUN “If U@]jiW ‘7 JEDSO IP 
8UO!SS29UOI 2|I}u3S +9g) ‘1DIUOL09 IUS8 Ip a|ajjeed ardo> asolaunu 
a]}UaU2]UO9 a|ja210) Nid è einynns eun pe auido ouuUEp 3UI (QUOIZ 
-2DI]|dai ip a|ja240} ajje a223U/) a|eizied suoIzeDI]dal ip 1919 1Y299Jed E 
0Ra890s qqepue a quawIE|i} || ‘Ja,seSouejat ‘Q Ip e:300 UN Ip 0j 
-021][0} jap ejn]js> eun Ip 0DIUo11095 aua UN 3}U3UZ]U0I EUNELIOII IP 
Q]UaWIE]ij UN Ip oDIUONa|a 0Id03s0DIW je ele:180104 LE*E£ ani] 


£-8£501-80-88 E 


CO0gIL 1201u0v9Ina 1320 1u9$ 19p 3uo1ss31d82, 7 


PE9T] [EST] PESI 


-joA 91 0]rodai aula COLIEAO [0003 [9p emjoo eu 
-noseo Ip apio]de ewIoU33 0.19]u1] ‘UOLIOI JP 1S9}U1S 
EI[ap PULL] ‘(QUOIZEIN]CUU e] A} ue.IMp onon,] OUOIMU 
9 OUEPUod.IIO CILIEAO 0[02t]]O} [IP 2MI]99 2]) (040N] 
“ap ot9sn8 [ap aurajo1d) ayoruoLI09 aur9}01d a] oueI 
-rpoo 2UI D7I/dOSOL( BIIAP ODLIEAO O[OOHTOJ OP INI 
-[90 a]ap 1ua5 19p ogponb 2 erewuwesso1d roruaS auoIz 
-eouigdue tp omIOSOUOI ordwasa 01}je 0DIUN,T (£9t] 


neogigdue cuos DIUOLIOO 1U3S I 


(QT°1E ‘S14) 2]UEJOI 01YP1DI [OP Ip 

-aunIajui auI09 eje[nysod orddeo è eImpmas e] OUE.1)s 
“ou suo Neomi]dure 1u9$ 1p 001u0Ip}a]a otdossosImu |e 
age1$0}0] cuos 19 189)0dì eisanb Ip ouFalsos V (AE 
oje1Stied) «ajuejoI 011]9.199» PP OUISIULIZIUI I I}ILU 
224) Medal ouos 119.199 HSanb ‘orpe]s opuosos jpu 
410] “IOIMUOSOLIO.IIR.I}X3 IWO.ID9 AUIOI 3IUI90I] ourfuan 
af aunmdal 2] 2YI 3 OMIISOUOIS OWISTULIZOLI UN 
anti) VNYWI Ip PIUOoSOLIO.II IUS iyood 243 Head 
231 oueSUdA uou ‘orpris ownIc pu ‘949 apiqugod ip 
“umb ciquuas ‘0tpeis opuosas ju auoIzeI Aut? 81998 
‘seu eun ep o]jinSas auoizeanifdue Ip o][j9Al] OSseq 
09 ompeis owmid un :Ipris anp ur oualanè eoruof dU 
-0IZeOLI[AwE,] SUI ONEIISOLUIP 0)8)S g ‘"ODILUOSOLUOIO 
sua$ opoSuis un ep nin} cutaLIap 0[oapnu 0[08us 
UN IP WNCI IP 1U9199I 1 AU IIS LOBENS QUOIZVAISS 
“so g]sant cezzaySunj eau giiauaZ019)a ejeoIetI PUN 
ouensowi Huapuodsi1109 pruosowoso Lio)ezeds 15 
23UI CISIA OWIEIGGE 3I}UILI ‘EZZAUSUN] essajSs UT DINI 
OUUEY 0ITUUOSOWIOIILI]X9 0j0ajonu 0]ep un Ip H}LIoS 
“211 uou r1ojerzeds 113 ayo a ajueziodu orzipu! un 
EVNGI Ip auorzeogidure [jap OWISIUEdIALI NL 3 [EnÒ, 

‘euI9]euI FuUISIIO Ip IU 
-OSOQuiI I]Os 1 U05 3 JEZONU IP ope ur cuLIIS Ip oIpeis 
ogre ou cuoniAABIdOS (LINOTALI QUOISIAIP ewnid ens 
E] 2]UEINP 1}MI)SIP OUOS EII900,][p tosjpmuEI}xa 113 
‘turosogli Monu aJezzja]uis ouossod uou ipumb a) 
I[oajonu Ip tAlId cUEIS 3YI MUEMUI (A}epuozz] EAON) 
nosiz 1{$ap 3UI 0}jE 1809 a OISUIMU 0JSANT “MeAser 2] 
“nqjs9 aowi mp ootdn ozpanb e asorsodns 3704 000 007 
osswunU un “uosogli .:0T- ocuosualuoo ipumb 
sndouay Ip LIM}ewI 11900 179) ‘(08°££ ‘BII) HOS]PNU IP 
ereut]uso ul HezziueSIo 0UOS 2YI ‘QUOIZLIOSE.I) IP EI 
“TUN anp o eun 3} uUaUa]ju0I OUNISEI ‘IOTLUOSOIO.IDE.I]Xa 
149.199 ao 2Juasasd a o:eotpigdure VNCOIT ‘972301 
aIemi[oo VNOG [PP %SZ I send oue;uasasddei 343 
vNYI ad ruaS Ip 1ddn15 ip 1uoqiwi 7 è red cJ3uInU 
un J9d ‘agonemios am[eo ajppu auasaid eimuenb ere 
onadsii ajoa 00ST- IP oxeogItdwe 2 sv) sndou 
-3YX Ip ei1900 JU VNCI fossasoId 0]sanb Ip 11e[oseI 
-1ods nid iduiasa 175ap cun ul ‘(omieumui oAon a m[[eo 
aj) nI000 ISap oddnitas 0] 2}ueImp aJerzual9z;IP OP 


£-8£501-90-22 S 


LIL 


(UOIZUIYSVAA JO UONNINSU] 
al8auie) ‘UMO1@ pjeuog IP 2U0!Ss39U0I ajnua8 Jag) ‘9]UaLUEsua)UI 
OUEI0]03 1S ay> Nund aWoI cuoredde ‘yy jap nesHjijdwe 1us8 | 
0U03U2;UOI BUI ‘1]03|PNU IP EIEUNUSD aJelLiens ans 37 ‘SIASE/ ‘X IP 
P}1900 Ip 0]ejosi 03jonU UN IP 0IdO2S019ILU |e e;je180104 0£'€£ Candi4 


“ou ut 0pedIdal a VNGI.] que a 19sad ‘1I}osUt 11.199 
ajuownme]oon.ied ‘ammads a;sanb ur ‘VNYWI Ip epuewi 
-Op e] aIEJSIppos Ip opeif UI 2 UOU VNYI 1ad 1u933 
ip eoruoua8 auorzejop aqetuiou ej 219ads aunoge ul 
345 apueiS 1909 3 a[ruoLIqUia elosa19 UI]p 19000.1d 


Ipeis 3 ajuemp to19]o.1d IS9]UIS ET[Ip OUMILI IT |ce9t, 


isauafo0o0 ] a}ueamp neosyigdure ouos 
WVNUYI Ip muad I 


‘oU2WIOU2] 0)S 
-anb ns s5s0u09 18 1550 aUo 019 cwISISALIOSAp HUIns 
“as yessesed ton “musiuesSio M199 IP ajena 0pPIO [9p 
rojioads Ipejs E 0[OS 3}USUU[eULIOU FUMA? ‘“Boru9$ 
auorzesigdure auroo 0}0u ossavoid un ‘tuaS Ip od 
-dnaS arejoonied un 1p eAmM}a]as sUoIze dal ET [TEST 


ediua3 aucIzeduHi|dwe,] ‘Q 


*“«SUOIZEZZIAU 
-aSowo» tp Ifapowr 1 IQuIel]ua pe eIImqLIE 2}U9U 
-JossuoseI aJassa pumb aqgaz;od 19035019]3 Opow 
ayogenb ur LIo3erzeds ep meredas Iunuapi rus ip uni 
“adi 1ddn48 Ip ezua;sisa 7 ‘0]u2] nId o;]owI cuni UN 
e a]euruma 0J9qgales ‘PAn}ja[os auoIssaId è mniasfos 
ouos uou uo ‘uoxerzeds 1133u NueLIEA ‘OLIEIJUOI TY 


E£91ferot[reoy 


a pie 


£e 0]0ndvo «TOTI 


1204 Capitolo 33 


Sacco vitellino Fegato Milza 


Midollo osseo 


Sede di 
eritropoiesi 


Percentuale (%) del totale 
della sintesi di giobina 


6 12 18 24 30 361 6 12 18 24 30 36 42 48 
Nascita 


Età dopo il 
concepimento (settimane) 


Età dopo 
la nascita (settimane) 


Figura 33.32 La progressione della sintesi delle catene della globina 
umana con il procedere dello sviluppo embrionale e fetale. Notate 
che ogni globulo rosso contiene solo un tipo di ciascuna subunità 
tipo @ o 8. Le sedi della eritropoiesi (formazione dei globuli rossi) 
sono indicate nel pannello superiore. (Fonte: WEATHERALL, Di. e 
Creco, }. B., The Thalassaemia Syndromes, 3° ed., p. 64, Blackwell 
Scientific Publications, 1981.) 


gruppamenti genici presenti su cromosomi separati. 
Questa distribuzione è stata ampiamente caratteriz- 
zata tramite l’analisi delle sequenze di geni clonati 
dell'emoglobina, che sono stati identificati in genote- 
che genomiche (paragrafo 28.8C) mediante Southern 
blotting (paragrafo 28.4C). 

Le sonde usate in questo processo derivavano dagli 
MRNA dell'emoglobina che vengono facilmente iso- 
lati dato che quelli per l’emoglobina sono gli mRNA 
maggioritari dei reticolociti. Nell'uomo e in molti al- 
tri mammiferi i geni di ciascun raggruppamento della 
globina sono organizzati, con andamento Fili 
sul filamento codificante, secondo l’ordine della loro 
espressione durante lo sviluppo (Fig 33.33). Questo 
criterio, nell'ordine, è comune nei mammiferi, ma 
non è universale; nel raggruppamento del gene 6 del 
topo, per esempio, i geni adulti precedono quelli em- 
brionali. 

Il raggruppamento dei geni della 8-globina (Fig. 
33.33), che si estende per più di 60 kb, contiene cin- 
que geni funzionali: il gene embrionale e, due geni 
fetali, Sy e 4y (geni duplicati che codificano polipep- 
tidi che differiscono solo per il fatto di avere Gly o 
Ala alla posizione 136), e due geni adulti, è e 8. Il 
raggruppamento della 8-globina contiene anche uno 
pseudogene, y8 (non trascritto, vestigia di una an- 
tica duplicazione genica omologa al — 75% con il ge- 
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ne 6), otto copie della famiglia di sequenze Alu, e 
due copie della famiglia Kpn (un DNA moderata- 
mente ripetitivo di 6,0 kb, così chiamato perché la 
maggior parte dei suoi - 104 membri del genoma 
aploide dei primati hanno un sito di taglio per l’en- 
donucleasi di restrizione Kpnl). 

Il raggruppamento della a-globina (Fig. 33.33), che 
si estende per 28 kb, contiene tre geni funzionali, 
il gene embrionale $ e due geni a leggermente diffe- 
renti, a1 e @2, che codificano polipeptidi identici. Il 
raggruppamento a contiene anche quattro pseudo- 
geni, yi, vat, va2 e y@, e tre sequenze Alu. 


I geni della globina hanno tutti 
la stessa struttura di esoni-introni 


[637] Le sequenze codificanti le proteine rappresenta- 
no <5% di entrambi i raggruppamenti genici. Questa 
situazione è in gran parte una conseguenza della ete- 
rogenea collezione di spaziatori non trascritti che se- 
parano i geni di ciascun raggruppamento. In aggiun- 
ta, tutti i geni della globina noti dei vertebrati, com- 
presi quelli della mioglobina e gli pseudogeni dell’e- 
moglobina, sono costituiti da tre sequenze codificanti 
(esoni) posizionate in modo analogo separate da due 
sequenze interposte non espresse (introni; Fig. 33.34) 
in qualche modo variabili. Questa struttura genica 
comparve apparentemente abbastanza presto nella 
storia dei vertebrati, ben oltre 500 milioni di anni fa. 


I polimorfismi del DNA 
possono stabilire genealogie 


1638] Le sequenze non espresse, che sono soggette 
a una scarsa pressione selettiva, evolvono molto più 
velocemente delle sequenze espresse così da accumu- 
lare numeri significativi di polimorfismi (variazio- 
ni) di sequenza all’interno di una singola specie. Di 
conseguenza, le relazioni evoluzionistiche tra popo- 
lazioni all’interno di una specie possono essere stabi- 
lite determinando come una serie di sequenze poli 
morfiche di DNA siano distribuite tra di esse. Per 
esempio, la genealogia di parecchie popolazioni uma- 
ne differenti è stata dedotta dalla presenza o dall’as- 
senza di certi siti di restrizione (polimorfismo di lun- 
ghezza di frammenti di restrizione, RFLP; paragrafo 
28.6A) in cinque segmenti dei loro raggruppamenti 
dei geni della 8-globina. Questo studio ha portato al- 
la costruzione di un albero genealogico (Fig. 33.35) 
che mostra che le popolazioni non africane (eurasia- 
tiche) sono molto più strettamente correlate l’una al- 
l’altra che alle popolazioni africane. Evidenze fossili 
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Geni di tipo a 
Di 
Cromosoma 16 


Gene attivo Pseudogene (4) 


Geni di tipo 8 


Cromosoma 11 


Figura 33.33 L'organizzazione dei geni umani della globina nei loro 
rispettivi filamenti codificanti. | riquadri rossi rappresentano i geni 
attivi, quelli verdi gli pseudogeni, quelli gialli rappresentano sequen- 
ze Kpn con le frecce che ne indicano l'orientamento relativo, e i 


K Sito CAP 
ti 47-56 bp 
Promotore 

Figura 33.34 La struttura di un tipico ge- 
ne dell'emoglobina con indicate le se- 
quenze conservate al confine tra esoni ed (codoni) 
introni (sequenze di splicing) e alla estre- 
mità 3’ del gene (sito di poliadenilazio- Geni di ti = 
ne). È indicata la lunghezza di ciascun eso- RL a 
ne (in codoni) e di ciascun introne (in cop- 
pie di basi). (Fonte: KARLSsoN, S. e NIen- soa 
HuIs, A. W., Annu. Rev. Biochem., 54. Geni di tipo 8 1-30 


p. 1079, 1985.) 


Britannici 
Italiani 
Ciprioti 


indiani 


Melanesiani 
Polinesiani 
Thailandesi 


Africani 


Figura 33.35 Un albero genealogico che indica le linee di discenden- 
za tra otto gruppi di popolazioni umane determinate tramite la distri- 
buzione del polimorfismo di cinque siti di restrizione nei raggruppa- 
menti dei geni della S-globina. L'asse orizzontale è indicativo della 
distanza genetica tra popolazioni correlate e quindi del tempo tra- 
scorso dalla loro divergenza. (Fonte: WAINSCOAT, ]. S., Hit, A. V. 
S., Bovce, A. L., FUnT, }., HernanDEz, M., THEIN, S. L., Ou, }. M., 
LyncH, J. R., FaLusi, A. G., WeatHERALL, D. }. e CLEGG, |. B., Nature, 
319, p. 493, 1986.) 


Sequenza Alu 


Sequenza Apm 


3' 


triangoli rappresentano le sequenze Alu col loro orientamento relati- 
vo. (Fonte: KARLSSON, S. e NIENHUIS, A. W., Annu. Rev. Biochem., 
54, p. 1074, 1985.) 


Segnale di 


Sequenza consenso taglio al- 


di splicing l'estremità 3' 
CacerSaet (1), NfacG © antana Sito di 
\q/ Poli(A) 


Lunghezza Lunghezza Lunghezza Lunghezza Lunghezza 
dell'esone dell'introne dell’esone dell'introne dell'esone, 


(bp) (codoni) (bp) (codoni) 
: 117 (0,,@ 2) 32-99 140 or 149 100-141 
"1265 (0) (C1002) 
. : 341(0) 
122-130 341-104 850-904 105-146 


indicano che l’uomo moderno, in senso anatomico, 
nacque in Africa circa 100 000 anni fa e si distribuì 
rapidamente attraverso quel continente. Questo al 
bero genealogico suggerisce quindi che tutte le po- 
polazioni eurasiatiche discendono da una «popolazio- 
ne fondatrice» sorprendentemente piccola (forse solo 
poche centinaia di individui) che lasciò l'Africa circa 
50000 anni fa. Un'analisi simile ha mostrato che la 
variante «falciforme» del gene 8 sorse per lo meno 
in tre occasioni separate in regioni geograficamente 


x* distinte dell’Africa. 


F. Il significato degli introni 


1639] La massa rapidamente in aumento delle sequen- 


ze di DNA note rivela che gli introni sono rari nei 
geni strutturali dei procarioti, poco comuni negli eu- 
carioti inferiori come il lievito, e abbondanti negli 
eucarioti superiori (i soli geni strutturali noti dei ver- 
tebrati che non contengano introni sono quelli che 
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ste di numerosi brevi esoni separati da lunghi intro- 
ni. Il confronto tra le sequenze mostra che un dato 
esone tende a comparire in molte proteine, il che 
significa che le proteine sono assemblate in modo mo- 
dulare a partire dagli esoni e che, di conseguenza, 
gli esoni sono le unità di evoluzione delle proteine. 
I dati di sequenza indicano che la struttura intro- 
ne/esone dei geni è molto antica, certamente prece- 
dente alla divergenza tra animali e piante risalente 
a un miliardo di anni fa, ed era forse addirittura una 
componente dei primi protogeni, quando è originata 
la vita. Se lo spostamento di esoni è alla base della 
diversità delle proteine, quanti esoni diversi hanno 
contribuito alla formazione delle proteine attuali? A 
questa domanda è stato risposto con l’identificazione 
degli esoni in più di 2500 sequenze conosciute di 
geni degli eucarioti e con l’eliminazione dei doppio- 
ni mediante algoritmi statistici. Questi calcoli sugge- 
riscono che per costruire tutte le proteine attuali è 
servito un numero sorprendentemente basso di eso- 
ni, solo da 1000 a 7 000. Poiché il numero di possibili 
segmenti polipeptidici di 40 residui, 20*#°= 10°, è un 
numero molto più elevato del numero da 10° a 10* 
predetto con questo sistema, le proteine moderne, 
probabilmente, utilizzano solo una piccola frazione 
dei motivi strutturali e funzionali teoricamente pos- 
sibili. I vantaggi di una aumentata velocità di assem- 
blaggio delle proteine mediante spostamento degli 
esoni sono apparentemente superiori dal punto di vi- 
sta evoluzionistico all’esigenza di diversità strutturale. 


G. Le talassemie: disordini genetici 
della sintesi di emoglobina 


1646] Lo studio di emoglobine mutanti (paragrafo 9.3) 


ha fornito informazioni inestimabili nella relazione 
tra struttura e funzione delle proteine. Analogamen- 
te, lo studio dei difetti dell'espressione dell’emoglo- 
bina ha facilitato di molto la nostra comprensione 
dell’espressione dei geni degli eucarioti. 

La classe più comune di patologia umana eredita- 
ria è il risultato della sintesi sbilanciata delle subuni- 
tà dell'emoglobina. Queste anemie vengono chiama- 
te talassemie (dal greco thalassa, mare) poiché so- 
no comunemente presenti nelle regioni che circon- 
dano il Mar Mediterraneo (anche se sono anche pre- 
senti in Africa Centrale, India ed Estremo Oriente). 
L'osservazione che la malaria è o era endemica in 
quelle stesse aree (Fig. 6.13) ha portato alla realizza- 
zione che gli individui eterozigoti per i geni talasse- 
mici (che sembrano normali e sono solo moderata- 
mente anemici; una condizione nota come talasse- 
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mia minore) sono resistenti alla malaria. Quindi, co- 
me abbiamo visto studiando l’anemia falciforme (pa- 
ragrafo 9.3B), delle mutazioni che sono seriamente 
debilitanti o persino letali negli omozigoti (che si di- 
cono ammalati di talassemia maggiore) possono of- 
frire un vantaggio selettivo agli eterozigoti sufficien- 
te ad assicurare la propagazione del gene mutato. 

La talassemia può originare da molte mutazioni dif- 
ferenti, ciascuna delle quali determina uno stato mor- 
boso di gravità caratteristica. Nelle talassemie a° e 
8° la catena della globina indicata è assente, mentre 
nelle talassemie a* e 8* le subunità normali della 
globina sono sintetizzate in quantità ridotte. Nei pa- 
ragrafi seguenti prenderemo in considerazione le ta- 
lassemie che sono esempi illustrativi di svariati tipi 
diversi di lesioni genetiche. 


Talassemie a 


[1647] La maggior parte delle talassemie a sono cau- 
sate dalla delezione di uno o di entrambi i geni della 
globina a di un raggruppamento genico a (Fig. 33.33). 
Sono state catalogate varie mutazioni. In assenza di 
un numero equivalente di catene a, le catene fetali 
y e adulta 8 formano omotetrameri: la Hb di Bart 
(y4) e la HbH (8;). Nessuno di questi tetrameri mo- 
stra alcuna cooperazione o effetto di Bohr (paragrafi 
9.1C e 9.1D), il che rende la loro affinità per l’ossige- 
no così alta da non poterlo liberare in condizioni fi- 
siologiche. Di conseguenza, la talassemia a si pre- 
senta con 4 gradi diversi di gravità a seconda che 
un individuo abbia 1, 2, 3 o 4 geni della a globina 
mancanti: 


1. Stato di portatore silente: la perdita di un ge- 
ne a è una condizione asintomatica. La frequenza 
di espressione dei geni a rimanenti compensa lar- 
gamente la dose inferiore al normale del prodotto 
del gene a mancante, così che, alla nascita, il san- 
gue contiene solo —1-2% di Hb di Bart. 

2. Carattere talassemia a: con la mancanza di due 
geni a (o deleti entrambi da un raggruppamento 
o deleti uno da ciascun raggruppamento a) si re- 
gistrano solo sintomi minori di anemia. Il sangue 
contiene alla nascita —5% di Hb di Bart. 

3. Malattia della emoglobina H: la mancanza di 
tre geni a si manifesta con una anemia da lieve 
a moderata. Gli individui affetti possono condur- 
re una vita normale o quasi. 

4. Idrope fetale: la mancanza di tutti e quattro i 
geni a è invariabilmente letale. Sfortunatamente, 
la sintesi della catena f embrionale continua ben 
oltre le otto settimane dal concepimento, data in 
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cui, di norma, smette di essere prodotta (Fig. 
33.32), cosicché il feto solitamente sopravvive fin 
quasi alla nascita. 


Le talassemie a causate da mutazioni diverse dalla 
delezione sono solitamente poco comuni. Una di quel 
le meglio caratterizzate registra la sostituzione del 
codone di terminazione UAA del gene della globina 
«2 con CAA (un codone di Gln), di modo che la sin- 
tesi della proteina continua per 31 codoni oltre que- 
sto sito fino al UAA successivo. L’emoglobina che 
ne risulta è detta Hb di Constant Spring ed è pro- 
dotta solo in piccole quantità poiché, per ragioni an- 
cora ignote, il suo mRNA viene rapidamente degra- 
dato nel citosol. Un’altra mutazione puntiforme del 
gene «2 determina la sostituzione di Leu H8(125)a 
con Pro che, senza dubbio, altera l’elica H. La talasse- 
mia a* che ne deriva ha come conseguenza la rapi- 
da degradazione di questa emoglobina detta Hb di 
Quong Sze. i 


Talassemie £8 


[1648] Gli individui eterozigoti per le talassemie # so- 
no di solito asintomatici. Gli omozigoti, invece, una 
volta che è diminuita la produzione di HbF diventa- 
no così gravemente anemici da richiedere frequenti 
trasfùsioni di sangue sia per il mantenimento in vita 
che pér la prevenzione delle gravi deformità ossee 
causate dall’espansione del midollo osseo. L’anemia 
deriva non solo dalla mancanza delle catene 8 ma 
anche dalla sovrabbondanza delle catene a. Queste 
ultime formano precipitati insolubili che danneggia- 
no la membrana, causando la prematura distruzione 
dei globuli rossi (paragrafo 9.3A). La coereditarietà 
con la talassemia a tende quindi a diminuire la gra- 
vità della talassemia 8 maggiore. 

Nella talassemia 8 ci può essere una aumentata pro- 
duzione di catene è e y, di modo che la conseguente 
aumentata quantità di HbA, e di HbF può, per un 
certo grado, compensare la mancanza di HbA. Nella 
talassemia 38, i geni è e 8 adiacenti sono stati en- 
trambi deleti così che è possibile solo un’aumentata 
produzione della catena y. Però molti talassemici 66, 
per ragioni non ancora ben chiare, producono da 
adulti così tanta HbF da risultare asintomatici. Que- 
sti individui sono definiti come persone con persi- 
stenza ereditaria dell’emoglobina fetale (HPFH). 

Le talassemie 6° causate da delezioni sono rare pa- 
ragonate alle talassemie a°. Questo è probabilmente 
dovuto al fatto che le lunghe sequenze ripetute in 
cui sono immersi i geni della globina a li rendono 
più soggetti a crossing over ineguale dei geni della 
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Lepore 


Anti-Lepore 


Figura 33.37 La formazione di Hb Lepore e Hb anti-Lepore mediante 
crossing over ineguale tra il gene della 6-globina su un cromosoma 
e il gene della S-globina sul suo omologo. 


globina 8. Ciò non di meno, la talassemia #8 che de- 
termina la produzione di Hb Lepore è un esempio 
particolarmente chiaro di delezione. Questa lesione, 
che è la conseguenza di una delezione che si estende 
dall’interno del gene è alla posizione corrispondente 
nel gene 8 adiacente, produce una subunità ibrida 
8/8. Tali delezioni quasi certamente derivano da cros- 
sing over ineguale tra il gene 8 di un cromosoma 
e il gene è di un altro (Fig. 33.37). Il secondo prodotto 
di un tale crossing over, cioè un cromosoma che con- 
tiene un ibrido 68/3 fiancheggiato da geni è e 8 nor- 
mali (Fig. 33.37), è chiamato Hb anti-Lepore. Indi- 
vidui omozigoti per Hb Lepore presentano sintomi 
simili a quelli della talassemia 8 maggiore, mentre 
gli omozigoti per l’Hb anti-Lepore, che presentano 
anche tutti i normali geni delle globine, non hanno 
sintomi e sono stati identificati solo attraverso. esami 
del sangue. 

La maggior parte delle talassemie sono causate da 
una grande varietà di mutazioni puntiformi che inte- 
ressano la produzione delle catene B. Queste compren- 
dono: 


1. Mutazioni nonsenso che convertono i normali co- 
doni nel codone di terminazione UAG. 

2. Mutazioni della cornice di lettura che inserisco- 
no/eliminano una o più coppie di basi in/da un 
esone. 

3. Mutazioni puntiformi nel promotore del gene 8, 
sia nella sua TATA box che nella sua CACCC box 
(paragrafo 29.2F). Queste mutazioni rallentano l’i- 
nizio della trascrizione. 

4. Mutazioni puntiformi che alterano la sequenza a 
una giunzione esone-introne (paragrafo 29.4A). 
Queste diminuiscono/aboliscono lo splicing e/o at- 
tivano un sito criptico di splicing (una sequen- 
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212 Capitolo 33 


Figura 33.39 Serie di fotografie al microscopio che illustrano la for- 
mazione e la regressione di cinque puff cromosomici (linee) in un 
cromosoma politenico di D. melanogaster in 22 ACT 
le. I puff molto grossi sono noti anche come anelli di Balbiani. ( er 
gentile concessione di Michael Ashburner, Cambridge University.) 


Figura 33.41 Fotografia al microscopio elettronico di una singola an- 
sa di un cromosoma a spazzola. La matrice di ribonucleoproteine 
che riveste l'ansa aumenta di spessore da una estremità dell ansa al- 
l’altra, la qual cosa indica che l’ansa rappresenta una singola unità 
di trascrizione. (Per gentile concessione di Oscar L. Miller, Jr., Uni- 
versity of Virginia.) 


3H e studi di immunofluorescenza con anticorpi anti- 


RNA polimerasi II dimostrano chiaramente che i puff 


sono i principali siti di sintesi di RNA nei cromosomi 
politenici. i 

Lo stato analogamente non condensato in CrOMoso- 
mi non politenici è presente in modo cospicuo nei 
cosiddetti cromosomi a spazzola degli oociti di an- 
fibio (Fig. 33.40). Durante la loro prolungata profase 
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i i i i ico di cromosoma a 
Figura 33.40 Fotografia al microscopio elettronico di cri 

"La0 dal nucleo di un oocita di Notophthalmus ara E 
numerose anse trascrizionalmente attive del cromosoma sono alla bl 
se della definizione «a spazzola». (Fonte: ROTH, M. B. e < ha “ 
J. Cell Biol., 105, p. 1049, 1987. Copyright © 1987 Rockefeller Uni- 
versity Press.) 


I meiotica (Fig. 27.3), segmenti cromosomici prece- 
dentemente condensati si estroflettono come anse di 
DNA trascrizionalmente attivo che fotografie al mi- 
croscopio elettronico come quella della Fig. 33.41 mo- 
strano come unità di trascrizione solitamente singole. 


B. La regolazione © 
dell'inizio della trascrizione 


[1653] Le precedenti osservazioni suggeriscono che la 
trascrizione selettiva è responsabile principalmente 
della diversa sintesi delle proteine tra i vari tipi di 
cellule dello stesso organismo. È stato solo nel 1981, 
tuttavia, che James Darnell ha dimostrato che la si 
tuazione stava in questi termini, con l’esperimento 
qui descritto. Quantità utilizzabili sperimentalmente 
di geni epatici murini furono ottenute inserendo L 
cDNA corrispondenti a mRNA di fegato murino (il 
95% dei quali sono citosolici) in plasmidi e facendoli 
replicare in E. coli (paragrafo 28.8A). Tramite l’ibri- 
dizzazione dei cDNA clonati in questo modo con 
MRNA radiomarcati estratti da vari tipi cellulari mu- 
rini, fu possibile distinguere le colonie di E. coli con- 
tenenti i geni epato-specifici da quelle contenenti ge- 
ni comuni alla maggior parte delle cellule murine. 


L’espressione dei geni negli eucarioti 1213 
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Dopo aver ottenuto 12 cloni di CONA epato-specifici, 
Darnell si pose la domanda chiave: una cellula euca- 
riotica trascrive solo i geni che codificano le proteine 
che sintetizza o trascrive tutti i suoi geni ma fa ma- 
turare in modo proprio solo i trascritti che traduce? 
A questa domanda rispose ibridizzando i geni muri- 
ni clonati con RNA di fresca sintesi e quindi non ma- 
turati (hnRNA), ottenuti dai nuclei di cellule del fe- 
gato, rene e cervello di topo (Fig. 33.42). Solo gli RNA 
estratti dai nuclei di cellule di fegato ibridizzarono 
con i 12 cDNA epato-specifici con cui furono cimen- 
tati. Gli RNA di tutti e tre i tipi cellulari, però, ibri- 
dizzarono con il DNA dei tre cloni contenenti i geni 
murini comuni. Evidentemente, i geni epato-specifici 
non sono trascritti dalle cellule renali o cerebrali. Que- 
sto suggerisce fortemente che il controllo dell’espres- 
sione genica negli eucarioti sia esercitato principal- 
mente a livello della trascrizione. 


La cromatina trascrizionalmente attiva 


x 


è sensibile alla digestione con nucleasi 


654] La struttura aperta della cromatina trascrizio- 
nalmente attiva presumibilmente rende i geni attivi 
accessibili al macchinario della trascrizione. Questa 
ipotesi è sostenuta dalla dimostrazione da parte di 
Harold Weintraub che la cromatina trascrizionalmen- 
te attiva è più suscettibile alla digestione con la DNasi 
I pancreatica (una endonucleasi relativamente non spe- 


cifica) della cromatina trascrizionalmente inattiva. Per 


esempio, i geni della globina di eritrociti di pollo (i. 


globuli rossi aviari sono nucleati) sono più sensibili 
alla digestione con DNasi I di quelli di cellule dell’o- 
vidotto (sede della produzione delle uova) come è di- 
mostrato dalla perdita della capacità di questi geni 
di ibridizzare con una sonda di DNA complementa- 
re dopo trattamento con DNasi I. Per contro, il gene 
che codifica l’ovalbumina (la proteina maggioritaria 
dell’albume d’uovo) delle cellule dell’ovidotto è più 
sensibile alla DNasi I di quello degli eritrociti. La sen- 
sibilità alla digestione con nucleasi, però, apparente- 
mente riflette la potenzialità di un gene ad essere 
trascritto piuttosto che la trascrizione stessa: la sensi- 
bilità alla DNasi I del gene dell’ovalbumina dell’ovi- 
dotto è indipendente dal fatto che l’ovidotto sia stato 
o no stimolato da ormoni a produrre ovalbumina. 


Proteine non istoniche conferiscono 
la sensibilità alla nucleasi 


[1655] La variazione dell’attività trascrizionale di un 
dato gene con la cellula in cui si trova indica che 
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Figura 33.42 Il ruolo primario della trascrizione selettiva nel control- 
lo dell'espressione dei geni degli eucarioti è stato stabilito mediante 
tecniche di clonaggio dei geni e di ibridizzazione. | cDNA clonati 
codificanti 12 diverse proteine epato-specifiche del topo (1-12) e tre 
diverse proteine comuni alla maggior parte delle cellule di topo (a-0) 
sono stati purificati, denaturati e caricati su filtro. | DNA sono stati 
quindi ibridizzati con RNA radiomarcati di nuova sintesi e quindi 
non modificati, prodotti dai nuclei di cellule di fegato o rene o cervel- 
lo di topo. L'autoradiogramma ha dimostrato che gli RNA di fegato 
ibridizzano con tutti e 12 i cCDNA epato-specifici e tutti e 3 i CONA 
comuni, mentre gli RNA da rene e cervello ibridizzano solo con i 
cDNA comuni. 
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< Figura 33.45 L'identificazione dei siti di legame di Sp1 sul promotore 
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Siti attivatori 


Come funzionano i fattori di trascrizione? L’enzi- 
ma responsabile per la sintesi di mRNA negli euca- 
rioti, la RNA polimerasi II, al contrario dell’oloenzi- 
ma procariotico RNA polimerasi I (paragrafo 29.2), 
è privo di ogni capacità intrinseca di legarsi ai suoi 
promotori. Si è quindi postulato che il legame 
sequenza-specifico di numerosi fattori di trascrizione 
nelle vicinanze del sito di inizio della trascrizione ab- 
bia come risultato una interazione tra queste protei- 
ne e una putativa proteina legante TATA che si 
lega alla TATA box (paragrafo 29.2F). Queste intera- 
zioni stimolano l’inizio della trascrizione in quel punto 
da parte della RNA polimerasi II (Fig. 33.46). I fattori 
di trascrizione si possono legare in modo cooperati- 
vo gli uni agli altri e/o alla RNA polimerasi II in un 


precoce di SV40. (a) In una analisi mediante footprinting con DNasi I, 

un segmento di DNA marcato con 32p all'estremità di un'elica viene 

incubato con una proteina che lega il DNA e digerito quindi blanda- 

mente con DNasi | di modo che, in media, il filamento di DNA mar- 

cato viene digerito solo una volta. Il DNA viene poi denaturato e 

i frammenti marcati risultanti vengono separati a seconda della loro 

taglia mediante elettroforesi su gel di sequenza e analizzati tramite 

autoradiografia. Il DNA non protetto è tagliato più o meno a caso 

e compare quindi come una «scaletta» di bande, ciascuna rappresen- 
tante l'aggiunta di un nucleotide (come in un gel di sequenza; para- 
grafi 28.6B e 28.6C). Al contrario, le sequenze di DNA che vengono 
protette dalla proteina nei confronti della digestione con DNasi | non 
hanno bande corrispondenti. Nel footprint mostrato sopra, le colonne 
marcate con «O» rappresentano il bandeggio ottenuto per digestione 
con DNasi | in assenza di Sp1 mentre nelle altre colonne la quantità 
di Sp1 aumenta da sinistra a destra. | confini del footprint sono deli- 
mitati dalla parentesi quadra e sono indicate le posizioni delle GC 
boxes da | a VI di SV40. (Fonte: KADONACA, ]. T., JONES, }. A. e TUAN, 
R., Trends Biochem. Sci., 11, p. 21, 1986. Copyright © 1986 Elsevier 
Biomedical Press.) (b) Nel footprinting in dimetilsolfato (DMS) un seg- 
mento di DNA complessato con una proteina e marcato ad una estre- 
mità è trattato con DMS, digerito ai suoi residui G, e i frammenti 
che ne risultano vengono separati tramite elettroforesi come nel me- 
todo di analisi di sequenza del DNA per digestione chimica secondo 
Maxam e Gilbert (paragrafo 28.6B). Le regioni di DNA che la protei- 
na protegge dalla metilazione non vengono tagliate da questa proce- 
dura e non sono quindi rappresentate nella risultante «scaletta» di 
residui G. Nell’'autoradiografia mostrata sopra, il numero sotto ciascu- 
na colonna indica i gl di una frazione Sp1 aggiunti a una data quanti- 
tà di DNA di promotore di SV40. Sono indicate le posizioni delle 
sue GC boxes. (Fonte: GIDONI, G., KATONAGA, ]. T., BARRERA-SALDANA, 
H., TAKAHASHI, K., CHamBon, P. e Tian, R., Science, 230, p. 516, 
1985. Copyright © 1985 The American Society for the Advancement 
of Science.) 
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Figura 33.46 Un modello ipotizzato per l'azione dei fattori di trascri- 
zione. Sono mostrati quattro fattori di trascrizione, T1, T2, T3 e TA, 
legati alle loro corrispondenti sequenze di DNA (siti attivatori) e St- 
multaneamente alla rispettiva proteina legante la TATA box, legati 
in gruppi di due tramite interazioni elettrostatiche relativamente non 
specifiche (in rosso). L'associazione tra fattore di trascrizione e protel- 
na legante TATA è probabilmente piuttosto debole, ma si sitiene che 
la continua associazione/dissociazione mantenga questa interazione 
ad un livello tale per cui la RNA polimerasi può attaccarsi alla protei- 
na TATA e dare inizio alla trascrizione. (Fonte: PTASHNE, M., Nature, 
335, p. 687, 1988.) 
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modo che richiama il legame dei due dimeri del re- 
pressore ) e della RNA polimerasi all’operatore or 
del batteriofago \ (paragrafo 32.3D). Esperimenti di 
clonaggio molecolare, infatti, indicano che molti en- 
hancer consistono di segmenti (moduli) la cui dele- 
zione individuale riduce ma non elimina l’attività en- 
hancer. Una organizzazione così complessa permet- 
te presumibilmente ai sistemi di controllo della tra- 
scrizione di rispondere ad una grande varietà di sti- 
moli in maniera graduale. 

Le proprietà funzionali dei fattori di trascrizione 
degli eucarioti sono sorprendentemente semplici. Es- 
si sembrano dotati di due domini: 


1. Un dominio legante il DNA che si lega alla sequen- 
za di DNA specifica per quella proteina (e le cui 
proprietà strutturali sono discusse più avanti). 

2. Un dominio contenente la funzione attivatoria del 
fattore di trascrizione. Analisi di sequenza indi- 
cano che questo dominio attivatofio ha una re- 
gione superficiale notevolmente acida la cui cari- 
ca negativa, una volta aumentata/diminuita per 
mutazione, aumenta/diminuisce l’attività del fat- 
tore di trascrizione. Evidentemente, l’associazio- 
ne tra un fattore di trascrizione e la sua presunta 
proteina bersaglio legante la TATA box (che a 
sua volta sembra in grado di stimolare l’inizio 
della trascrizione da parte della RNA polimerasi 
IN) è mediata da interazioni elettrostatiche relati- 
vamente non specifiche piuttosto che da legami 
idrogeno più impegnativi dal punto di vista con- 
formazionale. 


Le funzioni di legame col DNA e di attivazione dei 
fattori di trascrizione degli eucarioti possono essere 
geneticamente separate (per cui si pensa che siano 
a carico di domini diversi). Una proteina ibrida, quin- 
di, prodotta con tecniche di ingegneria genetica, che 
contenga il dominio legante il DNA di un fattore di 
trascrizione e il dominio attivatorio di un altro attiva 
gli stessi geni del primo fattore di trascrizione. Fa 
poca differenza dal punto di vista funzionale, infatti, 
se un dominio attivatorio venga posto all’estremità 
N-terminale o a quella C-terminale del dominio le- 
gante il DNA. Questa permissività geometrica nel le- 
game tra il dominio attivatorio e la sua proteina ber- 
saglio è anche dimostrata dall’osservazione che i fat- 
tori di trascrizione sono indifferenti all’orientamen- 
to e alla posizione dei rispettivi enhancer rispetto al 
sito di inizio della trascrizione (paragrafo 29.2F). Na- 
turalmente il DNA tra un enhancer e il corrispon- 
dente distante sito di inizio della trascrizione deve 
sporgere come un’ansa dal complesso fattore di 
trascrizione-proteina bersaglio (Fig. 33.46). 


Fattori di trascrizione generali 


[ies8] L'inizio della trascrizione da parte della RNA 
polimerasi II, l'enzima che sintetizza gli mRNA, ri 
chiede la partecipazione di almeno quattro altre pro- 
teine chiamate TFIIA (che sta per fattore di trascri- 
zione A della RNA polimerasi II), TFIIB, TFIID e 
TFIIE/F, che si uniscono tutti a formare un comples- 
so che sostiene i livelli «basali» di trascrizione. TFIID, 
nota anche come proteina che lega TATA, si lega, 
come dice il nome, alla regione della TATA box di 
un gene; un processo questo che è il prerequisito per 
il legame della RNA polimerasi I e degli altri fattori 
che formano un complesso di trascrizione attivo. Il 
confronto tra le sequenze amminoacidiche delle TFIID 
di uomo, di Drosophila e di lievito indica che questa 
proteina è formata da un dominio C-terminale alta- 
mente conservato e da un dominio N-terminale di- 
vergente. I 180 residui C-terminali, che sono identici 
all’80% in queste tre specie, consistono di due seg- 
menti di 77-78 residui che sono una sequenza ripetu- 
ta diretta imperfetta che è considerata importante 
per il legame col DNA, analogamente a quanto si os- 
serva per la struttura dimerica dei repressori batte- 
rici (paragrafo 29.3C). Per contro, i domini N-terminali 
delle proteine umana e di Drosophila sono identici 
solo per il 24% e sono entrambi molto più lunghi 
del dominio N-terminale di lievito. È interessante no- 
tare che la sequenza umana contiene un tratto inin- 
terrotto di 38 residui Gln mentre quella di Drosophi- 
la contiene due blocchi rispettivamente di 6 e 8 resi- 
dui Gln separati da 32 residui e il lievito è completa- 
mente privo di tali sequenze. Forse l’evoluzione dei 
domini N-terminali di questi TFIID ha dovuto soddi- 
sfare la necessità di funzioni specie-specifiche. 

Le proprietà e le funzioni di TFILA, TFIIB e TFIIE/F 
non sono così chiare come quelle di TFIID. Nessuno 
di questi altri fattori di trascrizione generali sembra 
riconoscere direttamente dei promotori: essi quindi 
devono legarsi a TFIID, RNA polimerasi II e/o ad al- 
tri fattori di trascrizione. 


Fattori di trascrizione gene-specifici 


[659] Per raggiungere un livello di trascrizione «in- 
dotto», uno o più attivatori della trascrizione che sia- 
no legati alla propria sequenza di DNA bersaglio (ele- 
menti promotore od enhancer) devono interagire con 
il suddetto complesso «basale». Sembra che esistano 
due classi di attivatori della trascrizione. Quelli della 
prima classe, come l’attivatore della trascrizione del 
lievito GCNA, attivano la trascrizione di geni che pre- 
sentano le sequenze di legame ad essi corrispondenti 
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1220 Capitolo 33 


(a) 


Figura 33.47 Zinc fingers. (a) Un disegno schematico dei motivi a 
«zinc finger» ripetuti in tandem che mostra gli ioni Zn°+ ad essi le- 
gati in tetraedri. | residui amminoacidici conservati sono indicati. Le 
sfere grigie rappresentano le catene laterali più probabilmente sedi 
del legame col DNA. (Fonte: KLuG, A. e RHODES, D., Trends Bio- 
chem. Sci., 12, p. 465, 1988.) (b) Un modello del motivo a «zinc 
finger» dedotto dallo spettro all'analisi mediante NMR di un singolo 
zinc finger della proteina Xfin di Xenopus. Lo ione Zn°* e gli atomi 
di His e Cys che lo legano sono rappresentati come sfere. (Per gentile 
concessione di Michael Pique, Research Institute of Scripps Clinic. 
Basato su una struttura all'NMR di Peter E. Wright.) 


Un secorido tipo di motivo capace di legare il DNA 
è stato scoperto da Aaron Klug nel fattore di tra- 
scrizione INA (TFIMA) di Xenopus, una proteina 
che si lega alla sequenza di controllo interna del ge- 
ne dell’RNA 5S (paragrafo 29.2F). Questo complesso 
quindi lega sequenzialmente TFIIB, TFIIIC e la RNA 
polimerasi III che, a sua volta, inizia la trascrizione 
del gene dell'RNA 5S. TFIIIA, una proteina di 344 
residui, contiene 9 unità simili, ripetute in tandem, 
di — 30 residui, ciascuna delle quali contiene due re- 
sidui Cys e due residui His invarianti, e numerosi 
residui idrofobici conservati (Fig. 33.47). Ciascuna di 
queste unità lega uno ione Zn°*, che, come indicato 
da misurazioni dell’assorbimento dei raggi X, è lega- 
to in un tetraedro costituito dai residui invarianti Cys 
e His. Questo motivo ripetuto e quindi stato chiama- 
to «zinc finger» (dito di zinco). Analisi di sequenza 
hanno da allora rivelato che gli zinc finger sono pre- 
senti da 2 a 37 volte ciascuno in numerosi fattori di 
trascrizione degli eucarioti inclusi Sp1, i recettori de- 
gli estrogeni e dei glucocorticoidi, numerosi regola- 
tori dello sviluppo della Drosophila (paragrafo 33.4B), 
e la proteina Xfin di Xenopus, oltre alla proteina UvrA 
di E. coli (paragrafo 31.5B) e a certe proteine che le- 
gano gli acidi nucleici retrovirali. 
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{b) 


In alcune di queste proteine, i due residui His leganti 
Zn?* sono sostituiti da due residui Cys aggiuntivi 
che formano quindi un secondo tipo di motivo a zinc 
finger. 

Come potrebbe fare la proteina zinc finger a legare 
il suo DNA bersaglio? 
Esperimenti di protezione del DNA indicano che cia- 
scun zinc finger si lega nel solco maggiore del DNA 
in modo da interagire con —5 paia di basi successi 
ve, con, cioè, circa mezzo giro di DNA-B. Il modello 
più plausibile per il legame della proteina zinc finger 
al DNA è quindi quello in cui la proteina si leghi 
lungo una faccia del DNA con gli zinc finger succes- 
sivi legati nel solco maggiore alternando il lato della 
doppia elica (Fig. 33.48). 
Evidentemente gli zinc finger, come pure i motivi 
elica-curva-elica, formano impalcature strutturali che 
sono conformi al contorno tridimensionale del DNA. 
La specificità della sequenza di basi è presumibilmen- 
te fornita dalla particolare sequenza dei residui va- 
riabili di ciascun zinc finger (Fig. 33.47). 


Figura 33.48 Un modello dell'interazione degli zinc finger delle pro- 
teine con il rispettivo DNA bersaglio. La proteina si lega nel solco 
maggiore in modo che motivi a zinc finger successivi (cilindri) si lega- 
no a lati alterni del DNA. L'unità strutturale ripetuta del complesso 
è quindi rappresentata da due zinc finger legati a un giro di DNA. 
(Fonte: Kiug, A. e RHoes, D., Trends Biochem. Sci., 12, p. 468, 
1987.) 
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{a) (6) 


Figura 33.49 Il /eucine zipper. (a) Una proiezione a ruota elicoidale 
del segmento C-terminale di 28 residui della profeina legante il DNA 
C/EBP che illustra come 4 dei suoi 5 residui di leucina possano for- 
mare un tratto idrofobico lungo un lato della ipotetica elica (in alto). 
Le ruote elicoidali sono discusse nel paragrafo 7.3B. (b) Un disegno 
schematico che mostra come si ipotizza che le catene laterali di Leu 
incolonnate di due a-eliche si interdigitino a formare un /eucine zip- 
per. (Fonte: LANDSCHULTZ, W. H., JOHNSON, P. F. e MceKNIGHT, S. L., 
Science, 240, pp. 1759-1763, 1988.) 


L’attivazione della trascrizione richiede, come ab- 
biamo visto, l’associazione cooperativa di numerose 
proteine che si legano specificamente al DNA. 
Steven McKnight ha suggerito un modo in cuì po- 
trebbe avvenire questa associazione. Egli ha osserva- 
to, infatti, che la proteina di fegato di ratto chiamata 
C/EBP, che si lega specificamente alla CCAAT box 
(paragrafo 29.2F), presenta un residuo Leu ogni sette 
posizioni di un segmento di 28 residui del suo domi- 
nio legante il DNA. 

Questa sequenza quando è organizzata in una orelica 


forma un tratto idrofobico di residui Leu lungo un, 


lato ed è ricca di residui carichi, in particolare Arg, 
sul lato opposto (Fig. 33.49a). 

Una analoga successione di Leu ogni 7 residui è pre- 
sente in alcune proteine note leganti il DNA, com- 
presa la proteina regolatrice del lievito GCN4 e nu- 
merose proteine leganti il DNA codificate da geni 
implicati nello sviluppo tumorale (paragrafo 33.4C). 
McKnight ha quindi proposto che tali proteine si as- 
socino per interazioni idrofobiche mediante le inter- 
digitazioni dei loro residui Leu, in modo paragonabi- 
le a quanto avviene per i denti di una cerniera lam- 
po (Fig. 33.49b), con una organizzazione che egli ha 
di conseguenza chiamato leucine zipper (cerniera 
di leucine). 


L’analisi da parte di Peter Kim di un polipeptide 


si 


sintetico contenente la sequenza di leucine zipper ri- 
petute di GCN4 sostiene il modello di associazione 
proteica del leucine zipper. Indagini spettroscopiche 
e mediante NMR mostrano che questo polipeptide 
assume una conformazione stabile ad a-elica in con- 
dizioni fisiologiche e costituisce dimeri ad alta affini- 
tà. Le due eliche del dimero, inoltre, si associano con 
andamento parallelo piuttosto che antiparallelo for- 
mando quindi un’elica superavvolta che assomiglia 
a quella della proteina fibrosa cheratina (paragrafo 
7.2A). Nonostante ci siano considerevoli evidenze cir- 
costanziali a sostegno del modello del leucine zipper, 
sembra però improbabile che le catene laterali di Leu 
si interdigitino realmente (poiché le catene laterali 
di una a-elica si estendono tanto verso il basso quan- 
to verso l’esterno, paragrafo 7.1B, le catene laterali 
di due a-eliche parallele non possono interdigitarsi 
come suggerito nella Fig. 33.49b). Si ritiene quindi 
che le catene laterali di Leu si associno per interazio- 
ne idrofobica con catene laterali non polari situate 
sulla a-elica opposta della struttura superavvolta. No- 
tate che il leucine zipper non è direttamente implica- 
to nel legame con il DNA. Numerose proteine che 
legano il DNA, infatti, contenenti zinc finger sem- 
brano anche contenere leucine zipper. 


La struttura ai raggi X 
di un complesso DNA-zinc finger 


[1664] Lo zinc finger è un motivo di — 30 residui am- 
minoacidici che lega il DNA e che contiene uno ione 
Zn** che viene legato in un tetraedro composto da 
due residui His invarianti e da due residui Cys inva- 
rianti. Tanto numerosi fattori di trascrizione degli 
eucarioti quanto alcune proteine leganti il DNA dei 
procarioti contengono parecchi (a volte molti) zinc 
finger ripetuti in tandem. 

È stata determinata, a una risoluzione di 2,1 À, la 
struttura ai raggi X di un segmento di 72 residui 
della proteina murina Zif268, che comprende i tre 
zinc finger della proteina, sotto forma di complesso 
con 11 bp di DNA che comprendono la sequenza con- 
senso di legame con la proteina. La struttura dei tre 
motivi zinc finger è praticamente sovrapponibile e 
quasi identica alla struttura, svelata mediante NMR, 
dello zinc finger Xfin mostrata nella Fig. 33.47b. I 
tre zinc finger Zif268 sono organizzati come domini 
separati in una struttura a forma di C che sì inserisce 
bene nella scanalatura principale del DNA. Non sem- 
bra così essere corretto il modello secondo cui zine 
finger successivi si inserirebbero nella scanalatura 
principale legandosi al DNA alternativamente su un 
lato e sull’altro (Fig. 33.48). Ciascun zinc finger in- 
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Capitolo 33 


3. Controllo della traslocazione 


[1669] L'osservazione che solo — 5% dell’RNA nuclea- 
re riesce ad arrivare nel citosol, probabilmente me- 
no di quanto può essere imputabile allo splicing, sug- 
gerisce che la traslocazione differenziale di mRNA 
nel citosol deve essere un importante meccanismo 
di controllo dell’espressione negli eucarioti. Si stan- 
no infatti accumulando numerose evidenze che la si- 
tuazione stia in questi termini. L’RNA cellulare non 
è mai «nudo», si presenta, piuttosto, sempre sotto for- 
ma di complesso con un certo numero di proteine 
conservate. È interessante notare che gli mRNA nu- 
cleari e citoplasmatici si associano con gruppi diversi 
di proteine, indicando che c’è uno scambio di protei- 
ne all’atto della traslocazione dell’mRNA al di fuori 
del nucleo. 


4. Controllo della degradazione dell’mRNA 


670] Il ritmo a cui gli mRNA degli eucarioti vengo- 
no degradati nel citoplasma varia enormemente. Men- 
tre la maggior parte ha una vita media di ore o di 
giorni, alcuni vengono degradati entro 30 minuti dal 
loro ingresso nel citoplasma. Un dato mRNA può an- 
che essere soggetto a degradazione differenziale. Per 
esempio, la vitellogenina, la proteina principale del 
tuorlo d’uovo, è sintetizzata dal fegato di pollo in 
risposta agli estrogeni (tanto nel gallo quanto nella 
gallina) e trasportata all’ovidotto per via ematica. 
Esperimenti di marcatura con radioisotopi hanno di- 
mostrato che la stimolazione con estrogeni aumenta 
il ritmo di trascrizione dell’mRNA della vitellogeni- 
na di un fattore di parecchie centinaia di volte, e che 
questo mRNA ha una vita media citoplasmatica di 
480 ore. Quando si sospendono gli estrogeni la sinte- 
si dell’nRNA della vitellogenina ritorna al suo livel- 
lo basale e la sua emivita citoplasmatica cade a 16 ore. 

Le code di poli(A) attaccate a quasi tutti gli mRNA 
degli eucarioti apparentemente servono a proteggerli 
dalla degradazione (paragrafo 29.4A). Gli mRNA per 
gli istoni, per esempio, che sono privi della coda di 
poli(A) hanno emivite molto più brevi della maggior 
parte degli altri mRNA. Gli istoni, contrariamente 
a molte altre proteine cellulari, sono sintetizzati in 
gran numero durante la relativamente breve fase S 
del ciclo cellulare, quando ne sono richieste grandi 
quantità per la replicazione della cromatina (si ritie- 
ne che le piccole quantità di istoni sintetizzate du- 
rante il resto del ciclo cellulare siano utilizzate a fini 
di riparazione del DNA). La breve emivita degli 
mRNA degli istoni garantisce che il ritmo di sintesi 
degli istoni corra in parallelo al ritmo di trascrizione 


[1669] [1670] 1671) 1672] 
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dei geni degli istoni. 

Una caratteristica strutturale che aumenta il ritmo 
a cui gli mRNA sono degradati è la presenza di alcu- 
ne sequenze ricche di AU nei segmenti al 3’ non 
tradotti. Queste sequenze, se introdotte in un mRNA 
che ne è privo, ne diminuiscono l’emivita citoplasma- 
tica. La natura dei segnali tramite i quali gli mRNA 
vengono selezionati per essere degradati non è ben 
chiara, in parte senza dubbio perché non sono state 
identificate le nucleasi responsabili di questo feno- 
meno. 

Gli mRNA differiscono nella loro emivita, anche 
se la degradazione citoplasmatica di qualunque 
mMRNA sembra essere preceduta da un accorciamen- 
to della sua coda di poli(A). Molti mRNA dalla vita 
breve presentano nelle loro regioni non tradotte al 
3’ delle sequenze ricche di AU la cui delezione sta- 
bilizza le loro code di poli(A) e di conseguenza stabi- 
lizza l’intero mRNA. Si ritiene quindi che queste «se- 
quenze di instabilità» interagiscano con i complessi 
che si formano tra le code di poli(A) e le proteine 
che legano poli(A) (PABP; paragrafo 29.4) in modo 
da aumentare la suscettibilità delle code di poli(A) 
all’attacco da parte delle nucleasi. 


5. Controllo dei siti di inizio della traduzione 
Geri) Il ritmo di inizio della traduzione degli mRNA 
degli eucarioti, come abbiamo visto (paragrafo 30.4), 
è sensibile tanto alla presenza di determinate sostan- 
ze, compreso l’eme nei reticolociti e l’interferone, 
quanto al mascheramento dell’mRNA. 


6. Selezione di vie alternative 
di modificazione postraduzionale 


[672] Certi polipeptidi sintetizzati sia negli eucarioti 
che nei procarioti sono soggetti a digestione proteoli- 
tica e modificazioni covalenti (paragrafo 30.5). Que- 
ste fasi di modificazione postraduzionale sono rego- 
latori importanti dell’attività enzimatica (paragrafo 
14.3E) e, nel caso delle glicosilazioni, sono i principa- 
li fattori che determinano la destinazione finale di 
una proteina nella cellula (paragrafi 11.3F e 21.38). 
La degradazione selettiva delle proteine (paragrafo 
30.6) è pure un fattore significativo nell’espressione 
dei geni negli eucarioti. 

In aggiunta a quanto detto in precedenza, la mag- 
gior parte degli ormoni polipeptidici degli eucarioti 
(le cui funzioni sono discusse nel paragrafo 34.4A) 
sono sintetizzati come segmenti di precursori poli- 
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Figura 33.52 La modificazione postrascrizionale di POMC origina due 
diversi gruppi di ormoni polipeptidici. In entrambi i lobi anteriore 
e intermedio della ghiandola pituitaria POMC è digerito proteolitica- 
mente dando origine al suo frammento N-terminale (N-TERM), all’or- 
mone adrenocorticotropo (ACTH) e alla B-lipotropina (8-LPH). Nel 
solo lobo intermedio questi ormoni polipeptidîci sono ulteriormente 
tagliati dando origine all’ormone stimolante i y-melanociti (y-MSH), 
all'a-MSH, al peptide analogo alla corticotropina del lobo interme- 
dio (CLIP), alla y-LPH e alla B-endorfina (B-END). (Fonte: DOUGLASS, 
J., Civerui, O. e Hergert, E., Annu. Rev. Biochem., 53, p. 698, 1984.) 


peptidici più grandi, noti come poliproteine. Essi 
sono tagliati dopo la traduzione dando origine a nu- 
merosi ormoni polipeptidici non necessariamente dif- 
ferenti. Lo schema di digestione di una particolare 
poliproteina può variare nei diversi tessuti così che 
lo stesso prodotto genico può dare origine a diversi 
gruppi di ormoni polipeptidici. La poliproteina 
pro-opiomelanocortina (POMC), per esempio, che, 
nel ratto, è sintetizzata sia nel lobo anteriore che nel 
lobo intermedio della ghiandola pituitaria, contiene 
parecchi ormoni polipeptidici diversi (Fig. 33.52). In 
entrambi questi lobi, che sono ghiandole funzional- 
mente separate, la modificazione postraduzionale di 
POMC dà origine a un frammento N-terminale, ad 
ACTH e a B-LPH. Nel lobo anteriore il rimaneggia- 
mento si ferma a questo punto. Nel lobo intermedio, 
invece, il frammento N-terminale è ulteriormente di- 
gerito dando origine a y-MSH, ACTH è convertito ad 
a-MSH e CLIP, e B-LPH è scomposto in y-LPH e 6- 
END (Fig. 33.52). Questi diversi ormoni hanno attivi 
tà differenti così che i prodotti dei lobi anteriore e 
intermedio della pituitaria sono fisiologicamente di- 
stinti. 

La maggior parte dei siti di taglio di POMC e delle 
altre poliproteine è costituita da coppie di residui am- 
minoacidici basici, per esempio Lys-Arg, il che sug- 
gerisce che la digestione sia mediata da enzimi con 
attività tripsino-simile. Gli enzimi che processano 
POMC, infatti, attivano anche altri proormoni come 


la proinsulina. Per di più, l'osservazione che una pro- 
teasi di lievito, che di norma attiva un proormone 
di lievito, è in grado di processare anche POMC in 
modo proprio suggerisce che gli enzimi responsabili 
della manipolazione dei proormoni siano evoluzioni. 
sticamente conservati. 


4. IL DIFFERENZIAMENTO CELLULARE 


673] In biologia, l'evento che forse ispira più mera- 
viglia è la crescita e lo sviluppo di un uovo feconda- 
to fino alla formazione di un organismo multicellu- 
lare ampiamente differenziato. Nessuna informazio- 
ne esterna è richiesta per fare ciò: l’uovo fecondato 
contiene tutte le informazioni necessarie per dare ori- 
gine a un organismo multicellulare complesso come 
un essere umano. Poiché, contrariamente a quanto 
creduto dai primi microscopisti, gli zigoti non con- 
tengono delle strutture adulte in miniatura, queste 
strutture devono essere in qualche modo generate 
mediante specificazione genetica. In questo paragra- 
fo discuteremo il poco che attualmente si sa di que- 
sto sorprendente processo. Concluderemo prenden- 
do in considerazione le basi genetiche del cancro, 
un gruppo di patologie causate dalla proliferazione 
di cellule che hanno perso alcune delle loro limita- 
zioni di sviluppo. 


A. Lo sviluppo embrionale 


[1674] Si può suddividere la formazione di animali 
multicellulari in quattro stadi in qualche modo so- 
vrapposti (Fig. 33.53): 


1. La segmentazione, in cui lo zigote va incontro 
a una serie di rapide divisioni mitotiche che oriì- 
ginano molte cellule più piccole sistemate in una 
sfera cava chiamata blastula. 

2. La gastrulazione, in cui la blastula, tramite una 
riorganizzazione strutturale che comprende l’in- 
vaginazione della blastula, forma una struttura bi- 
laterale simmetrica a tre strati detta gastrula. La 
segmentazione e la gastrulazione insieme durano 
da poche ore a parecchi giorni a seconda dell’or- 
ganismo. 

3. L’organogenesi, in cui vengono formate le strut- 
ture corporee con un processo che richiede la mi- 
grazione di vari gruppi di cellule proliferanti da 
una parte all’altra dell'embrione, in una coreogra- 
fia complicata ma riproducibile. L’organogenesi 
richiede da ore a settimane. 
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Capitolo 33 


Abbozzo REL 
7 dell'ala Ala . _ 


—______ 


tet! 


Tessuto 
dell’abbozzo 
della zampa 


Figura 33.56 Il tessuto che presumibilmente formerà la coscia di un 
abbozzo di arto di pollo si svilupperà invece in un piede al posto 
sbagliato quando verrà impiantato sotto la punta dell’abbozzo dell'a- 
la di pollo. 


cui venga trapiantato del tessuto non differenziato, 
che normalmente dà origine a una parte della coscia, 
dalla base dell’abbozzo di una zampa a sotto l’estre- 
mità dell’abbozzo di un’ala, che normalmente si svi 
luppa nell’estremità simile alle dita della punta del 
l’ala. Il trapianto non diventa né la punta di un'ala 
né una coscia fuori posto; esso dà invece origine a 
un piede (Fig. 33.56). Apparentemente, lo stesso sti- 
molo che induce il tratto terminale di un abbozzo 
di ala a dare origine alla punta dell’ala determina, 
in un tessuto che è già impostato per far parte di 
una zampa, la formazione di un piede, cioè dell’e- 
quivalente morfologico nella zampa della punta del- 
l'ala. Evidentemente, i molti e diversi tessuti di un 
organismo superiore non si formano ciascuno in ri- 
sposta a uno stimolo di sviluppo tessuto-specifico. Piut- 
tosto, un determinato tessuto è il risultato degli effet- 
ti di una particolare combinazione di stimoli di svi- 
luppo relativamente non specifici. Questa situazione, 
naturalmente, riduce enormemente il numero di sti- 
moli di sviluppo diversi necessari per formare un 
organismo complesso e semplifica quindi i processi 
di regolazione dello sviluppo. 


B. Le basi molecolari dello sviluppo 


1677) Lo studio delle basi molecolari del differenzia- 
mento cellulare è divenuto possibile solo in anni re- 
centi con l'avvento delle moderne tecniche di geneti- 
ca molecolare. Molto di ciò che conosciamo su questo 
argomento si basa su studi del moscerino della frutta 
Drosophila melanogaster. Iniziamo quindi questo pa- 
ragrafo con uno sguardo generale sull’embriogenesi 
di questo organismo multicellulare che è quello di 
gran lunga meglio caratterizzato. 


Figura 33.57 Lo sviluppo della Drosophila. | vari stadi sono spiegati 
nel testo. Notate che l'embrione e la larva appena schiusa hanno 
tutti la stessa taglia, — 0,5 mm di lunghezza. L'adulto è, ovviamente, 
molto più grande. 
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Lo sviluppo della Drosophila 


1678] Quasi immediatamente dopo essere stato depo- 
sto (evento che ne stimola lo sviluppo più della pre- 
cedente fecondazione) l’uovo di Drosophila (Fig. 33.57) 
inizia una serie di divisioni nucleari sincronizzate, 
1 ogni 6-10 minuti. Îl DNA deve quindi essere repli- 
cato a un ritmo forsennato, tra i più veloci descritti 
negli eucarioti. È assai probabile che tutti i suoi re- 
pliconi (paragrafo 31.4B) siano simultaneamente atti- 
vi. Il processo di divisione nucleare è insolito nel sen- 
so che non è accompagnato dalla formazione di nuo- 
ve membrane cellulari; i nuclei continuano a condi- 
videre un citoplasma comune formando un cosiddet- 
to sincizio (Fig. 33.57b). Dopo l’ottavo ciclo di divi- 
sioni nucleari, i — 256 nuclei iniziano a migrare ver- 
so la corteccia (strato più esterno) dell’uovo dove, in- 
torno all’undicesima divisione nucleare, formano un 
singolo strato che circonda una zona centrale ricca 
di tuorlo (Fig. 33.570). A questo stadio, il ciclo mitoti- 
co inizia ad allungarsi mentre i geni nucleari, impe- 
gnati fino a questo punto nella replicazione del DNA, 
diventano trascrizionalmente attivi (un uovo appena 
deposto contiene una riserva enorme di mRNA che 
è stata fornita dalle cellule nutrici che circondano l’oo- 
cita durante il suo sviluppo). Durante il 14° ciclo di 
divisioni nucleari, che dura circa 60 minuti, la mem- 
brana plasmatica dell’uovo si invagina intorno a cia- 
scuno dei circa 6 000 nuclei dando origine a uno sfra- 
to di cellule chiamato blastoderma (Fig. 33.57d). A 
questo punto, dopo circa 2,5 ore di sviluppo, l’attivi- 
tà di trascrizione del genoma raggiunge il suo massi- 
mo nell’embrione, si perde la sincronizzazione mito- 
tica ed inizia la gastrulazione. 

Fino a che non si forma il blastoderma, la maggior 
parte dei nuclei dell'embrione mantiene la capacità 
di colonizzare qualunque porzione del citoplasma cor- 
ticale e di originare quindi qualunque parte della lar- 
va o dell’adulto eccetto le cellule germinali (i proge- 
nitori delle cellule germinali, le cellule del polo, 
Fig. 33.57c, sono messe da parte dopo il 9° ciclo di 
divisioni nucleari). Una volta che il blastoderma è 
formato, però, le sue cellule diventano progressiva- 
mente orientate verso linee di sviluppo sempre più 
strette. Questo è stato dimostrato, per esempio, se- 
guendo nello sviluppo il destino di piccoli gruppi di 
cellule mediante la loro escissione o distruzione con 
un raggio laser e l’analisi della conseguente deformità. 

Durante le poche ore successive l'embrione va in- 
contro a gastrulazione e organogenesi. Un aspetto sor- 
prendente di questo notevole processo, tanto in Dro- 
sophila quanto in animali superiori, è la divisione 
dell’embrione in una serie di segmenti che corrispon- 
dono all’organizzazione dell’organismo adulto (Fig. 


L’espressione dei geni negli eucarioti 1229 


Genitali 


Figura 33.58 Le localizzazioni e i destini di sviluppo, in Drosophila, 
dei dischi immaginali (a sinistra), tasche di tessuto larvale che forma- 
no le strutture esterne dell'adulto. È mostrato solo uno dei tre dischi 
corrispondenti alle tre paia di zampe. (Fonte: FristroM, ]. W., Rat 
KOW, R., PETRI, W. e STEWART, D., in Hanty, E. W., (curatore), Pro- 


blems in Biology: RNA in Development, p. 382, University of Utah 
Press, 1970.) 


33.57e). L’embrione di Drosophila ha, come minimo, 
tre segmenti che alla fine convergono per formare 
la testa (Md, Mx e Lb che stanno per mandibolare, 
mascellare e labiale), tre segmenti toracici (T1-T3) e 
otto segmenti addominali (A1-A8). Con il procedere 
dello sviluppo l'embrione si allunga e parecchi dei 
suoi segmenti addominali si ripiegano sopra i seg- 
menti toracici (Fig. 33.57f). A questo stadio i segmenti 
si suddividono, a loro volta, in compartimento ante- 
riore e compartimento posteriore. L’embrione a que- 
sto punto si accorcia e si svolge dando origine a una 
larva che nasce un giorno dopo l’inizio dello svilup- 
po (Fig. 33.57g). Nei 5 giorni successivi, la larva si 
nutre, cresce, muta due volte, diventa pupa e inizia 
la metamorfosi che origina l’adulto (imago; Fig. 
33.57h). In quest’ultimo processo, l’epidermide della 
larva è quasi interamente rimpiazzata dalla crescita 
di zone di epitelio larvale apparentemente indiffe- 
renziato note come dischi immaginali che sono pre- 
destinati a una linea di sviluppo fin dallo stadio di 
blastoderma. Queste strutture, che rispettano i con- 
fini dei segmenti della larva, danno origine alle zam- 
pe, ali, antenne, occhi ecc. dell’adulto (Fig. 33.58). Cir- 


ca 10 giorni dopo l’inizio dello sviluppo, emerge l’a- 


dulto che, entro poche ore, inizia un nuovo ciclo ri- 
produttivo. 
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Figura 33.61 L'espressione del gene ftz rivelata dall’immunofluore- 
scenza in un embrione di Drosophila che sta formando il blastoder- 
ma cellulare (estremità anteriore a sinistra). Le sette bande fluorescen- 
ti che risultano, ciascuna delle quali è larga circa quattro cellule, so- 
no centrate sui confini tra ogni secondo paio di segmenti primordiali 
in modo da comprendere il futuro compartimento posteriore di un 
segmento e il futuro compartimento anteriore del segmento successi- 
vo. (Per gentile concessione di Sean Carroll e Matthew Scott, Univer- 
sity of Colorado.) 


dell'espressione del gene ftz negli embrioni median- 
te tecniche di ibridizzazione in situ. 
I trascritti fis compaiono per primi nei nuclei che 
foderano il citoplasma corticale durante il decimo ci- 
clo di divisioni nucleari dell'embrione; questo fatto 
pone ftz tra i primi geni embrionali ad essere espressi. 
Il ritmo di espressione di ftz aumenta con lo svilup- 
po dell'embrione fino al quattordicesimo ciclo di di- 
visioni, quando si forma il blastoderma cellulare. A 
questo stadio, come hanno indicato in modo eclatan- 
te gli studi condotti mediante immunofluorescenza, 
ft è espresso in sette anelli che circondano il blasto- 
derma (Fig. 33.61), che corrispondono in modo pre- 
ciso alle regioni mancanti nell’embrione omozigote 
ft37. Quindi, con la formazione dei segmenti em- 
brionali, l’espressione di ft si abbassa a livelli non 
misurabili (anche se viene successivamente riattiva- 
to durante il differenziamento di cellule nervose spe- 
cifiche in cui viene richiesto di definire in modo pre- 
ciso lo schema delle loro connessioni). Evidentemen- 
te perché avvenga la normale segmentazione dell’em- 
brione il gene ftz deve essere espresso in sezioni al- 
ternate dell'embrione. 

Thomas Kornberg ha studiato in modo analogo l’e- 
spressione del gene engrailed. 
Al tredicesimo ciclo di divisioni nucleari i trascritti 
di en diventano misurabili ma risultano più o meno 
uniformemente distribuiti nella corteccia embriona- 
le. Al quattordicesimo ciclo, tuttavia, essi formano 
un disegno caratteristico di 14 strisce intorno al bla- 
stoderma (la spaziatura risulta la metà di quella del- 
l’espressione di ftz). 
Il proseguimento dello sviluppo rivela che queste stri- 


sce sono localizzate nel compartimento primordiale 
posteriore di ogni segmento (Fig. 33.62), proprio in 
quei compartimenti che mancano negli embrioni 
omozigoti en. 

Così, analogamente a quanto abbiamo visto per fe, 
il prodotto del gene en induce in qualche modo la 
metà posteriore di ciascun segmento a svilupparsi in 
modo diverso dalla metà anteriore. 

La distribuzione dei prodotti dei geni di segmenta- 
zione rappresenta una risposta ad altri prodotti ge- 
nici. Per esempio, la distribuzione delle strisce fa 
negli embrioni mutanti bicaudal ha simmetria spe- 
culare, mentre negli embrioni «hairy» le strisce so- 
no molto più larghe e tendono a fondersi (hairy è 
normalmente espresso nei segmenti alternati che non 
esprimono ftz). 

I prodotti proteici di questi ultimi geni reprimono 
il gene ft2, che da studi di sequenza è risultato avere 
tre elementi di controllo a monte. 


Figura 33.62 L'ibridizzazione in situ dimostra che il gene engrailed 
di Drosophila è espresso nel compartimento posteriore di ogni seg- 
mento embrionale. (Per gentile concessione di Walter Gehring, Uni 
versità di Basilea.) 
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L’espressione dei geni negli eucarioti’ 
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I geni omeotici dirigono lo sviluppo 
di segmenti corporei individuali 


[iesz]I componenti strutturali di porzioni corporee 
analoghe dal punto di vista dello sviluppo, diciamo 
le zampe e le antenne della Drosophila, sono quasi 
identici; solo la loro organizzazione è diversa (Fig. 
33.59d). Di conseguenza, i geni dello sviluppo devono 
avere una funzione di controllo sullo schema di espres- 
sione dei geni strutturali piuttosto che una funzione 
di sola attivazione o inattivazione di questi geni. Pos- 
siamo quindi immaginare che l’espressione dei geni 
strutturali caratteristici di un dato tessuto sia con- 
trollata da una complessa rete di geni regolatori. I 
geni omeotici, come vedremo, sono i geni «maestri» 
delle reti di controllo che governano il differenzia- 
mento dei segmenti. 

La maggior parte delle mutazioni omeotiche della 
Drosophila mappano in due grandi famiglie geniche: 
il bitorax complex (BX-C), che controlla lo svilup- 
po dei segmenti toracici e addominali, e l’antenna- 
pedia complex (ANT-C), che influenza primaria- 
mente lo sviluppo di testa e segmenti toracici. Delle 
mutazioni recessive in BX-C determinano, quando so- 
no presenti in omozigosi, lo sviluppo di uno o più seg- 
menti come se fossero addizionali segmenti anteriori. 
Così la combinazione delle mutazioni br, abx e pbr 
determina lo sviluppo del segmento T3 come se fos- 
se il segmento T2 (Fig. 33.59e). Sa 

Analogamente, la delezione dell’intero BX:C rende 
tutti i segmenti posteriori rispetto a T2 simili a T2; 
apparentemente T2 rappresenta lo «stato di base» di 
sviluppo di questi 10 segmenti. Si ritiene che l’evolu- 
zione di queste famiglie di geni abbia permesso l’e- 
voluzione degli artropodi (il phylum che comprende 
gli insetti) dai più primitivi anellidi (vermi segmen- 
tati), in cui tutti i segmenti sono praticamente uguali. 

L’analisi genetica dettagliata di BX-C ha portato Ed- 
ward B. Lewis a ipotizzare un modello per il diffe- 
renziamento dei segmenti (Fig. 33.63). BX-C, ha pro- 
posto Lewis, contiene per lo meno un gene per cia- 
scun segmento da T3 ad A8, geni che per semplicità 
vengono numerati da 0 a 8 nella Fig. 33.63. Questi 
geni sono organizzati, per ragioni che non sono an- 
cora chiare, nello stesso ordine da «sinistra» a «de- 
stra» dei segmenti di cui influenzano lo sviluppo. Ini- 
ziando con il segmento T3 i segmenti progressiva- 
mente più posteriori esprimono in successione sem- 
pre più geni BX-C fino a che, nel segmento A8, tutti 
questi geni sono espressi. Il destino ontogenetico di 
un segmento è quindi determinato dalla sua posizio- 
ne nell’embrione. Questo modello, anche se proba- 
bilmente è troppo semplificato, spiega abbondante- 
mente la genetica di BX-C. 
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Figura 33.63 Un modello per il differenziamento dei segmenti em- 
brionali in Drosophila diretto dai geni del complesso bithorax (BX-C). 
| segmenti T2, T3, e A1-8 dell'embrione, come indica il disegno in 
basso, sono caratterizzati ciascuno da una combinazione unica di 
geni BX-C attivi (cerchi viola) e inattivi (cerchi gialli). Sì ritiene che 
questi geni, qui numerati da 0 a 8, siano attivati in sequenza dall’e- 
stremità anteriore alla posteriore dell'embrione in modo che il seg- 
mento T2, il segmento più primitivo dal punto di vista dello sviluppo, 
non ha geni BX-C attivi, mentre nel segmento A& sono tutti attivi. 
Un tale modello di espressione genica può originare da un gradiente 
di concentrazione di un repressore di BX-C che diminuisce dall’estre- 
mità anteriore all'estremità posteriore dell'embrione (disegno in alto). 
(Fonte: IncHam, P., Trends Genet., 1, p. 113, 1985.) 


L’attivazione sequenziale dei geni BX-C dalla parte 
anteriore alla parte posteriore dell'embrione sugge- 
risce che la loro espressione sequenziale sia regolata 
da repressori la cui concentrazione diminuisce dal- 
l’avanti al dietro (Fig. 33.63). Parecchi di questi pre- 
sunti repressori sono stati infatti identificati; per 
esempio, negli embrioni privi dei prodotti genici Po- 
Ivcomb (Pc) o extra sex combs (esc) tutti i seg- 
menti si sviluppano come A8. I geni che codificano 
questi repressori sono anche geni omeotici poiché la 
loro mutazione influenza il differenziamento dei seg- 
menti. 


I geni dello sviluppo hanno sequenze comuni 


[1683] Caratterizzando il gene Antp, Gehring e Mat- 
thew Scott hanno scoperto indipendentemente che 
il cDNA Antp ibridizza sia con il gene Antp che con 
il gene ftz e che, quindi, questi geni condividono una 
sequenza di basi. Questa sorprendente osservazione 


rm 


ipumb 01718 q ‘noLiadns noLigona [Fap IUNUOpoawIo 
Bau HEAIISÙOI A]UAUIEI[E OUOS AYI MPISAI OSIDALI] 
“e fapediourid eumie[eueos el[pu ezuanbasqns eisanb 
uod ‘ouafolpi ruwueSa] amurei) ‘rorpioads-aseq Ne} 
-U09 1Ap BIMEISUI «O)USUUISOUOOLI Ip, BON], ] X ISSEI1 
Te EIMmas eoN ‘LYVI ezuanbasqns e] ey IuIUIOp 
-oawo 17593p awresa] Ip Ms rap alzed 10155eW1 et 
‘Iissalduioo anp 19u 
OSIDAID 2 VNG [09 0}e]uOI UT eIZua (F9'££ ‘SII epou 
1£ ® 27 ep Inpisal ‘7 eOI2) HLH CANOW [ap omo BUI 
-L1d e] mo u0I opouwi ji aqoue ‘ezuanFasuoo IC ‘(F9I'C£ 
*S13 E[[BU QS JE Z} ONPIsaI [Ep RA) V aJossaIda1 [ep 
erponb ip eSunj nid 3 3YI IHa [PP a]eururia:-9 Emu 
-91}sa,] osIoA o]elsods auata WN(O [I OTUILUOpoatuo ] 
-[ap ossa]duroo jeu a uewi “YN(C [ap apedivunid emir] 
-EULIS E[]IU SISIIOSUI IS «O}USLUIOSOUOOLI IP» CI. I{9P 
O]eUturI9}-N BIIua.1]sa | X aJossalda1 [ap ossa]duioo 
JPN ‘Issa[duioo anp iau ossaAIp opow UI èj 01 ‘HIH 
OATOUI [Op «O]USUTIOSOUOILI Ip» orfa.] ‘£ gono] ‘9I 
-uspuodsi1109 YN( [ep ajedwutid eunze]eueos elpou 
DOSLIASUT IS U2q as ayouy ‘(ce'ze St) x asossasdal [I 
au109 HoniesoId 19p n1ossa1da1 19p H.LH 1ANOUI Te a]IQ 
“uoddeunos 3 205 (H.LH) BOT]a-2AIno-EoT]a CAHOwI UN 
ouew.10] ‘azuanbas 2] e} MuoIyuoo 1 0}11988ns ezuap 
-3991d ur ouensAB auI09 ‘anp awim a] Mo Ip ‘0 2UI 
-1]9 21} ep ajuawifedioutid 0]EUII0] 3 OTUTUTOPozUIo,T 
‘da #1 
IP YNQ un uos ossa[duioo ur vIpadvuuazuy oTUTLIOP 
-09UI0,[]9P _MINN 2]UEIPauI BJeABOLI B.IM}INI]S e] UO 
opiosse ui aueweuaid a y 18521 Te eImpnais eq LI 
-3UIOUOWI SUOI 07SEsISq VNCQ 030] [e 0uEeSa] ts em] 
-In13s E] E]JOu rs Mo ID VNQ TI MueSa] now 11}je pe 
ajuawreLIeIjuoo ‘ipumb a ooo1di9aI 0}}e]uo? ut cuos 
UOU TUTLOPoawuo anp I ‘VNO [09 OUEMEISUI assa 3UI 
IH}E]UOI I ao IS09 ‘eomuapi Isenb a aY919)01d 3]009] 
-OUI anp ax[ap suoIrzeunIo;uoo eq ‘ewmnid ele ensinuoo 
-opnasd eoga,un euro] ‘oqfe]siio ju ‘suo VNO IP 
E]joDa]ouI Epuosas UN uo 0}}e]juoo Ut aUIUE eIJua 
2A0p ‘eluiazlsa eun pe cuIIa EJI[e.] 3 VNG I9P 01) 
-U39 Je ou eun ‘eurazod efpap ardoo anp 0uesa] IS 
WNO Ty ‘dq T7 IP VNO un uco ossa]durco Ip ewL10] 
0}}0s vp11;dosoug Ip «pajreaSua» eutazosd el[ap mpis 
-91 19 IP OIUTUTOposwIo, [ap X 1881 re emuynns el yY 
9‘ Ip suoIZnfosii EUN UCI EBIEUTULIS]9P 2IEIS T [est] 


YNa I uoo> ossa;duroo ur 
Orumuopoawmo, [[ap eIMmImMIIJS ET 


‘opydosoig elPux 


ajenJasso al[anb e eSojeue eonoamio suorzemu eun 
onopur ey ‘ipumb ‘xoqoamio aua$ 0}sanb Ip «tuorz 
“uni Ip ouSepen$» I] ‘afeoma939 aUoISaI Eau 2]S09 Ip 
erddoo eun aydue o}eddnjias ouuEeY runI]y “orugio 


®P 3SEq EI[e aje1ga]ionJa]ui 09sIp un a nid uI eIq9) 
-JaA eun ‘istuoso;efed eun qenb Ipemorjoruezo engewi 
“Joue 1aesS o]}emsowi cuueY nuermsia 1do) ] ‘mis ui 
01[09 [Ep o]os ossardsa ewL.IOU IP 2 I - T-TOH 35 a YUE 
Od109 TI 0]M} UT CANI? BINSII 2YI aJ0}owo1d un Ip 
OTO] uo9 [I 0}}os 0]sod 0]e)s a 349 LE - X-x0oH 2U38 I 
1ad tuaSsue1) odo) Ip ruoriquia 1]5ap mopoud neis 
ouos ‘ajuanSas [i auIoo Muawniadsa U05 0}EISOTUIP 
0]EIS 2 ‘OOTOatUO ala]jeI eo 2019 OUEIQOE 2YI ‘ITEUOLIQ 
“Ud Ami[eo a][ap oursap JI 3 gINUapiI] 2]UaWwe}}a.I1p 
OUrjoIipoo xoH Iu2$ 1 ay9 “isauafouesIo,] ajeaaid 
mo ut apeuorze]saS oIpeis ogje essaidsa 3 xoH 1u25 
19p ated 10185ew1 eq 1sauafoLIquia ] 2}UEIMP 1IE]OOI) 
-1ed 1pejs ur a Iymads ruayos opuosas Issaldsa cuos 
‘pp1jdosog jap xoqoawIo 1u2$ 1 aw09 ‘xoH IUS ] 
‘xoqoawWio tua I9p apnus au 
“orzezziuesz10 un a]uawme]139 Isend cuueYy neIqgIaA 
Le ayoue foseo 1uSo u] ‘o}erido1dde aurpuo [eu xoq 
-0aw1o IUS Iop 2uoIzeat]}e [[®p TUIJ Ie EIIEssaz9U as 
-10] 2 FUOIZEZZIUESIO EISANT) ‘a UoLIQUIa.|]ap sJoLI9]UE 
elppnb e asonia)sod eluia.1]sa [ep issa1dsa cuos 1sSI 
MO UI ‘e1]sap è BIjSIUIS ep ‘aUIp.i0 0SSa]S 0] UOI 1}2AI} 
te ouoSuan cunLimwi opuatueddnisfe1 umosero Ip 1035 
1 mpydosoug eau auIo9 ‘QNy 001 Ip nid 19d osa)sa 
pa o]esedas ELIOSOWIOII UN Ip Ns 0}eZzI[eo0] OUnos 
-e10 ‘quaweddnu8Se1 osnenb ur HezziuesIo cUos TO} 
1u9$ nN}appisoo ] ‘xoqouauio 1ua5 0£ Ip nid odo) jeu 
aUIUE Neoynuapi Hnejs ouos nua9aI nid ruue 159N 
‘ooawo ruaS 1a auorze;uawSas eT[ap 1u25 I ‘0UI9) 
“ew 0}}9]Ja [[9p 1u28 1 :0)USWIEIZUAI3]IIP [IP 1U9S Ip 
ITediDutId ISSEJO aJ) UI OUEAOI) IS XOQ02WI0 3] v71Ydos 
“04 €ITN “nmoriadns norreona Sap IssUISOLIOLI EI]op 
O[]oJuoo [au aferjuao5 cojoni un ey ‘orunuropozwro 
oewergo ‘“VNG Ti esa] suo ‘mpisai 19 IP _OAHOWI 
un BIIHIPOI YI dq €21 IP VNO un ‘x0oqoawo,7 [F891] 


eriqgdososg eiPp axanb e 
ouerSiuosse 0do} |3p x0qoawo 37 


‘odua) [09 
Iquueo eumimnile ejsanb auI09 a suoliquua un Ip ajeu 
-0ISUSUUTPII} eImpyna]s e]-IYOUHIPOO VNOQ [9P ISEG IP 
ezuanbas e] ausoo asezzizodi 0]os ayduE 13)0d ip 
eunid alesedun ep 0}jowr owrerqqe a]juawretetUo) “DD 
-0931d Ipeis 73 cueuIan08 2UI axpanb rp assalduoo 
nid o}[ow1 o]jo.nuoo Ip Hai e ovedmwalied 2ZuUIUIQEq 
-oud ago ageuoriquia oddnjias o[jap IAIpae? nid 1peIs 
118 cuejoSas ayo TtUSS I9p es IS aJijou! 0204 ‘Hou 
ouos cue[joi]uoo Isso 2UI TUSS Ip IYDod usg ‘neo 
“Unuepi nes ajuawizigegoid cuos vp1/dososug Tp DI 
-08WI0 a auorze]uawidos Eljap ‘ouIa]zetI 0}19JJ9 Tp IU 
-95 top ared 10185ew1 e] as ayoue ‘ipumò ‘oddnpias 
Ip ossa90I1d [ap aJe[osajowr eImjeu e] aJapuaduio3 


£-2£501-80-88 G 


SEI nowmvana 1]$2u 1u98 19p 3u018824d82,7 


c 89L)|F89I| 


È OputiouTuoI 0]os OUIe”sS ‘a]uapavard auoIssnosIp 
è] BSIPUI aUI05 ‘OUaUI Ip Uou QUI) ‘tonoamo FUISLIO 
Ip alassa ‘Iezui ‘ond esco eun U0I EIIIEIO) B.IQ9] 
-19A 2@WILIC e[jau a[eo1A199 BI3]I9A ELUT}}OS B[ BULIOJS 
- 2.1) ayd ‘odo au a[ela] ‘07037120 Y FUOIZEMU E] 
‘ordurasa Jag “Iooawio iuaS ip IALId OUEIS NEIqILIAA 
1 ayo eoiusis uou 0]sant) ‘ajoufi cuos 1u35 nsanb 
Ip iuoizunj 2] ‘quad ‘eo auI09 BIO ‘oddnias op 
110}2]0SaI 19p OUnYorzIpoo xoqoawio 0UOSu]U0I 3YI 
Merqajian 19p mas 1 aYo asepnoads Ip DEU} 3 IS 
‘aursìo1d Ip oJavwmU uonq un Ip 
WNO [I 31889] Ip oper ur nuawISas BoIFIpoo aYI Osnj 
“Hip o}jowi cotjauaS cano un Quaurzuaredde 3 xoq 
-oauo ezuanbas eg ‘oddnpas o[ap auorze[osa1 eqppu 
A}]jonuroo OUOS ‘I}eJuI ‘YOqoaTuO Ep 2]E2IJIpoo aula) 
-o1d 3] 2]}M} UON ‘138 147]0 1p 2U018S21dS2,]]9P 14070] 
-0$21 20109 0uvI8180 oddnpias 1p 138 19p 1120po1d 1 342 
DIP1,] UOI OPLOIID Ul ‘FUONZIIISVII 1P 140330f 10P 0UTYI 
-1fip09 roqoauio 17UAU2ZUOI 138 1 2YI OUOIS11ISBNS 1U 
-01ZVALISSO 31S9N0) ‘01 dosoug tp auoLIquia [[au 195 
113je nsanb ip auotssardsa {ms (19°££ ‘S13) Z1/ Ip 258 
-113S IP ewurayos 0] auodun 1ua8 11]je uoo 27 au35 [op 
ajuow e azuanbas a]p9p auorsnI ef ‘a.1poul ‘27 au35 [op 
3YI U2 3UIS [Op PIS SUOIZIIOSEI) UI[PP OIZIUI IP OYNS 
[®p 2]uow e euadde yNq Ip azuanbas e eSar 18 vd 
-0s01( Ip pa:0.18ua 2u25 [ap xoqoawo, [Ep 0}e2tHIpo3 
“mesui ‘apudadgod I ‘(ge-te oJeIseIed) c1DY eula] 
-o1d e] a (9£/67 o5esSesed) 1702 ‘9 1p dui a10SS9IdAI TI 
auroo HoriesoId rap 110}e]oSa1 ru35 top qonb e cu 
-EI[SILUOSSE YI BII[I-BA.IMI-BOI]I IATOUI OUTUTIO] IDIPI 
-dadrod guawSas nsanb aus nid rp eiodue 0uoIsI198 
-Sns JIN ajuerpawi Ipnis a ezuanbas ip ruorzesedwioo) 
‘VNG Tr ouIySa] Issa ay sost1988nNs xoqoawo a][ep 


neoyipoo Ipndadiod top sAT+51y Ip %0£— ]e Lied 
omuz]uoo 1] Jauorzunj ejsanb auassa aqqaziod afent) 
‘a[erzuassa 
auoIZUnj BUn BIQgE xoqoawio,[[ap co1ua8 onopord I 
ayo s0s1195Sns 0}}e; 0}sanb ‘es ruue tp ruoTgItI 009 1) 
nid neredas cuos IS RIQILISAUI 3 MEIQI]IDA IYIIOA 
‘#9'C£ ‘S13) 09 NS IPIOEOUTUIUIE GS SUnwI 
-09 ur cuueY] 249 Ipridadiod cuesIzipoo sndousy ip 
CININ au28 [ap 2 vp1ydosoug ip vipadvuuszuy auss 
[?p ‘orduiasa Jad ‘xoqoamio a] fo]je a}uawoA3]0u 3 
eiSojowio IP opei qi azuanbas a]sanb ip aumofe ul 
‘ouon 3 0do3 ‘sndouay 21U0I 1I0LGII1IA 10 1P1]}9UD 18 
vp 1103uawSs ruunUO 183p VUIOUIS ]au 2YIUD 17UAS 
-a1d cuos T0q0auo 1p 31402 191]daz oi BUI 3} ussezadnis 
ajuaweiaa eliadoos ee 0]}ejliod cuUEY apuos au109 
XOqoauIo Opuesn 2aUoIZEZZIpPLIAI Ip Ipnjs LIOLI2N{N 
‘#98 (813) 1450] 
-owo Nid esoDUE npisaI 09 Ip toipudadijod quawsas 
BILIpoz YI 3 %06-02 Tr dad ea}fe [pe eum, [ esojowso e} 
“umsLi ayo ‘xoqoamio e}}apprsod e] ‘da 0g1 Ip ezuanb 
-as eun apalssod Issa IP OUNOSEII aUI O]EIISOUI EY IU 
-35 nsanb Ip vNg Ip azuanbas aTqap IsqeUE/T 9-XA ? 
D-INYV 121)001u0 1u98 1p 18S3]duuio9 18u 13uasaId QUOS 
onb a]ap ano ‘azuanbas 2182nD 19 asosaunu 3u13U0I 
npydososg 19 vwuiou38 pays tiiadoos el[e 03}r;Jod eu 


"N Ip 019 Pulajosd ejjau awiod £ a 7 ajelawnu” 
‘aypija alsodold a1sanb ip IU0IZISOG a| aeDIpui cuoS ‘MolleDoJd 19p 
uossaldal tap E2ija-eAIn2-221|a VG |! s]UESa| cAHOLI |P 080|owo a 
8Y2 (OSSO) Opuojs) Inpisa: 61 IP 0}uawsas un ey spidadi|jod unosei9 
‘a]e10[05 0UOs UOU iu38 1|e i]dap ijjanb a diuy xoqoawo,jjep 0]e3 
“ipod apidadijod ji en azuedasasip 37 ‘(9-Xg aua3 un 2 xEIoWIgEl) 
-1N) eniydososg a sndouax ‘odo ep nenuiap 1uS3 G Ip xoqoawo a|jep 
neDIIPOD Ipridadijod 1ap aypipineouiuwe azuanbas 37 #9°££ eIndij 


—— 88915 —T—___ [ 


dl MD SAT SAT NI] SAT 99N Fry Fry Usy up sUg 
Siy dsy SA] SAT 4909 SAT JR SIV SIy usy u[r) eUg 
usy njo) SAT SAT dij SA] 39q Sry Fry usy ujo 2Ug 
usy n_) SAT SA] dir SAT 99 Sry Sry usy ul) 2Ug 
un dsy SAT SAT 1KL SAT 9 SIy Sry usy u[n) 2Ug 
09 
P—_ 91 —T_ 

ne] sfo ne] ely dfL eV 7WIN MI I SV Sry SIy 
na] 499 no ey usy erv el dsv sq Fry Sry Sry 
na7 so noT er sSIH IVO SI MD I Sry Fry 3ry 
ne] sf) neT [2A SIH ®IV SI MO I Sv SIy S1y 
ne] usy na] na] USV IV 39N N) [EA SIV SIy 014 
OF 

9Ud DD SAT ND NT ND NT IUL UD 161 SIw JUL 
Ud MI SAT ND NT N) ne] IUL UD 161 3Iy IUL 
9Ug NO) SAT np) ne] NO ne] IU] Up 101 SIy IUL 
Ud NO SAT DIO NOT NO NOT SUL UD MI SIy JUL 
Ud NO SAT np) Ne] NO TEA Ne] UD 044 Fry IUL 
03 


£-8£501-80-28 6 


di 


I SAT SI UD 817 N59 IUL xD404Y71Q0417(] 
di s0H_ SA I up Fry n 98 nZDIDI 1Y/SN A 
di] II SAT QI UD SIV NO IUL Dipadvuuzzuy 
diy HI SÉ ®I UD Sy np TUL EN eued 
dil 9H SAI 2II UD FW NO IUL QI1-0W odoL 
187 
dry IY] no] I] SIH USV JUI SIH xD404Y719D477(I 
Siy IUL I IMI Sry usy 2Ug SIH nzDIDI 1Y/SN] 
3ry IYIL no] II Sry uSy aUf SIH DipadDvuuazuy 
B1V IU] no] MI SIy USV 2Ud SIH EMI CUEY 
Sry 30 no] 141 Sry USV eUd SIH o1-0N odoL 
184 
1, IUL UD Sry Ap Fry Sy Fry xD40Y719D1I7(I 
1] IUL WI Sry su] SIv SAT dos nZDIDI 1YSNJ 
XJ IQL WD Sry {mM Fry Sq] SIy DIpadvuuzzuy 
II IWL UD Fry 4 Sry SAT Sy CHA BUEY 
II, èIV 1UL SIy Ap SIV SAT 198 01-0N odoL 
I 


1236 Capitolo 33 


N ITTTTT‘(‘ L‘ YLYÒ TTI I” i], <A 


proposto che queste interazioni abbiano la funzione 
di allineare l’omeodominio con le altre basi con cui 
esso entra in contatto. In più, due residui Arg con- 
servati localizzati nella coda N-terminale dell’omeo- 
dominio instaurano contatti base-specifici tramite le- 
gami idrogeno con la subsequenza TAAT nella sca- 
nalatura secondaria del DNA. La proteina quindi «af- 
ferra» la subsequenza TAAT da due parti. Bisogna 
sottolineare che non si conoscono altre proteine, tra 
quelle che legano il DNA in modo sequenza-specifico, 
che instaurino contatti con basi della scanalatura se- 
condaria. Infine, l’omeodominio instaura estesi con- 
tatti con lo scheletro del DNA che pure, si presume, 
gioca un ruolo importante in legame e riconoscimento. 


C. Le basi molecolari del cancro: 
gli oncogeni 


11686] Le cellule dell’organismo 
pre sottoposte a un rigido controllo del loro sviluppo. 
Durante l’embriogenesi, quindi, le cellule devono dif- 
ferenziare, proliferare e anche morire secondo una 
sequenza spaziale e temporale corretta per dare ori- 
gine a un organismo normalmente funzionante. Nel 
l'adulto le cellule di certi tessuti quali l’epitelio inte- 
stinale ed il tessuto emopoietico del midollo osseo con- 
tinuano a proliferare. La maggior parte delle cellule 
dell'organismo adulto, tuttavia, rimangono quiescenti, 
nella fase Gy, cioè, del ciclo cellulare. 

Occasionalmente le cellule perdono il controllo del 
proprio sviluppo ed iniziano a proliferare eccessiva- 
mente. I tumori che ne risultano possono essere di 
due tipi: 


1. 1 tumori benigni, come verruche e nei, cresco- 
no per semplice espansione e rimangono spesso 
incapsulati da uno strato di tessuto connettivo..I 
tumori benigni mettono raramente in pericolo di 
morte anche se possono essere fatali quando si 
sviluppano in spazi chiusi come nel cervello o 
quando secernono grandi quantità di determina- 
ti ormoni. 

2. 1 tumori maligni crescono in modo invasivo e 
liberano cellule che colonizzano nuovi siti corpo- 
rei con un processo chiamato metastatizzazio- 
ne. I tumori maligni mettono quasi invariabilmen- 
te in pericolo di morte; sono responsabili del 20% 
dei casi di mortalità negli Stati Uniti. 


Il cancro, essendo uno dei maggiori problemi sanita- 
ri nell'uomo, ha ricevuto nelle ultime decadi una 
enorme attenzione biomedica. Sono stati riconosciuti 


circa 100 tipi diversi di cancro nell’uomo, sono stati 
sviluppati metodi di diagnosi e di trattamento del 
cancro, e l’epidemiologia del cancro è stata estesa 
mente caratterizzata. Ciò nonostante stiamo solo ini- 
ziando a capire le basi biochimiche di questa serie 
di forme morbose. In questo paragrafo riassumere- 


mo quanto si sa in questo campo in rapido sviluppo. 


Le cellule cancerose differiscono 
in molti modi dalle cellule normali 


687] La proprietà più ovvia e anche più significativa 
dal punto di vista medico delle cellule cancerose è la 
loro proliferazione incontrollata. Le cellule normali, 
per esempio, quando vengono coltivate in una cap- 
sula di coltura formano un monostrato sul fondo del- 
la capsula e quindi smettono di dividersi, per un pro- 
cesso chiamato inibizione da contatto (Fig. 33.650). 
Al contrario, la crescita delle cellule maligne non è 
modificata dai contatti intercellulari; in coltura esse 
si dispongono in strati multipli (Fig. 33.65b). Inoltre, 
anche in assenza di inibizione da contatto le cellule 
normali hanno una capacità a riprodursi molto più 
limitata delle cellule neoplastiche. Le cellule norma- 
li, a seconda della specie e dell’età dell’animale da 
cui provengono, si divideranno in coltura solo da 20 
a 60 volte prima di raggiungere la senescenza e mo- 
rire (un fenomeno che, senza dubbio, è alla base del 
processo di invecchiamento). Le cellule cancerose, per 
contro, sono immortali; non c’è limite al numero di 
volte che possono dividersi. Alcune linee di cellule 
neoplastiche, infatti, sono mantenute in coltura da 
decenni e hanno passato migliaia di divisioni cellula- 
ri. Le cellule immortali, però, non sono necessaria- 
mente maligne: la caratteristica principale del can- 


ta) Cellule normali 


Terreno 
J 
= 2 di coltura 


Piastra di va 


plastica per 
coltura cellulare 


{b) Cellule trasformate 


Figura 33.65 La crescita in coltura di cellule di vertebrato: (a) Le cel- 
lule normali smettono di crescere per inibizione da contatto una volta 
che hanno formato un monostrato confluente. (6) Al contrario, le cel 
lule trasformate mancano della inibizione da contatto; esse si impila- 
no formando molteplici strati. 


L’espressione dei geni negli eucarioti 
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Figura 33.66 La trasformazione di fibroblasti coltivati di polio ad ope- 
ra del virus del sarcoma di Rous: (a) Le cellule normali aderiscono 
alla superficie della piastra di coltura dove assumono una conforma- 
zione appiattita ed estesa. (b) In seguito ad infezione con RSV queste 
cellule diventano arrotondate e si raccolgono insieme in cumuli. (Per 


gentile concessione di G. Steven Martin, University of California, Ber- 
keley.) 


cro è l’immortalità accompagnata a una crescita in- 
controllata. 

Le proprietà delle cellule cancerose differiscono da 
quelle delle cellule normali da cui esse sono derivate. 
La membrana plasmatica delle cellule maligne ha un 
carattere più fluido di quella delle cellule normali 
e ha un rapporto alterato di molti dei suoi compo- 
nenti di superficie come glicoproteine e glicolipidi. 
All’interno, il citoscheletro delle cellule cancerose è 
meno organizzato di quello delle cellule normali. Que- 
sto, presumibilmente, è il motivo per cui le cellule 
cancerose hanno un aspetto molto più rotondeggian- 
te delle cellule normali corrispondenti (Fig. 33.66). 
Dal punto di vista metabolico, le cellule cancerose 
hanno un ritmo di glicolisi alto che determina nell’o- 
spite un drenaggio energetico debilitante. La conver- 
sione di una cellula normale in una cellula cancerosa 
è, quindi, accompagnata da una complessa serie di 
cambiamenti strutturali, biochimici e, come vedre- 
mo, genetici. 


Il cromosoma 1 umano contiene 
un gene dell’invecchiamento 


1688] Le cellule umane normali in coltura hanno una 


vita limitata: dopo un dato numero di divisioni cellu- 
lari (20-60), che varia con l’età dell’individuo da cui 
le cellule vengono prelevate, le cellule smettono di 
proliferare, aumentano le loro dimensioni e intrapren- 
dono un processo denominato invecchiamento cellu- 
lare che termina con la morte della cellula. Nel ten- 
tativo di studiare le basi della senescenza cellulare 
(e quindi dell’invecchiamento e della genesi dei tu- 
mori), cellule derivate da una linea immortale di cri- 
ceto sono state fuse con fibroblasti umani, diploidi 
che normalmente sarebbero invecchiati. La maggior 
parte delle cellule ibride ha mostrato una vita limita- 
ta paragonabile a quella dei fibroblasti ùmani, dimo- 
strando così che la senescenza cellulare è un tratto 
dominante. Alcune di queste cellule ibride, però, so- 
no diventate immortali. 

L'analisi del cariotipo (dei cromosomi) ha mostrato 
che queste cellule immortali avevano perso entram- 
be le copie del cromosoma 1 umano (nelle cellule ibri- 
de la perdita di cromosomi è un fatto comune) men- 
tre tutti gli altri cromosomi umani erano presenti 
in almeno alcuni degli ibridi immortali. L’introdu- 
zione del cromosoma 1 umano nelle altrimenti im- 
mortali cellule di criceto ha fatto diventare senescen- 
ti queste cellule mentre l’analogo trasferimento del 
cromosoma 11 non ha mostrato alcun effetto sulla 
loro crescita. Evidentemente il cromosoma 1 umano 
porta per lo meno un gene (ma probabilmente non 
il solo) necessario al processo di invecchiamento cel- 
lulare. 

L'invecchiamento cellulare deve quindi essere, con 
grandi probabilità, un processo programmato (para- 
grafo 31.4) piuttosto che il risultato dell'accumulo di 
danni casuali. 
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Q Ormone 


Figura 33.70 Il ciclo di attivazione/inattivazione della adenilato cicia- 
si stimolato per via ormonale. (a) In assenza di ormone, la proteina 
G lega il GDP e la adenilato ciclasi è cataliticamente inattiva. (b) 
Il complesso ormone-recettore stimola la proteina G a scambiare il 
suo GDP legato con un GTP. (0) Il complesso proteina G-GTP, a 
sua volta, si lega alla adenilato ciclasi e la attiva quindi a produrre 
CAMP. (d) L'idrolisi alla fine catalizzata dalla proteina G del suo GTP 
legato a GDP determina la dissociazione della proteina G dalla ade- 
nilato ciclasi e quindi la inattivazione di quest'ultima. 


non interagiscono fisicamente. Esse sono piuttosto ac- 
coppiate da una proteina G (Fig. 33.70), così chia- 
mata in quanto lega specificamente GTP e GDP. La 
adenilato ciclasi è attivata dalla proteina G ma solo 
quando quest’ultima forma un complesso con GTP. 
La proteina G tuttavia idrolizza lentamente GTP a 
GDP +P; disattivando quindi se stessa. La proteina 
G è riattivata dalla reazione di scambio GDP-GTP che 
è catalizzata dal complesso ormone-recettore ma non 
dal recettore non occupato. La proteina G media quin- 
di il segnale ormonale. 
Questo processo è discusso più in particolare nel pa- 
ragrafo 34.4B. 

Le proteine codificate da molti oncogeni virali sono 
analoghi di vari fattori di crescita e componenti di 
sistemi ormonali. Per esempio: 


1. L’oncogene v-sis del virus del sarcoma di scim- 
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Adenilato 
ciclasi 


mia codifica una proteina secreta dalle cellule in- 


fette che è quasi identica a una delle due subuni- 


tà del PDGF. Quindi la crescita incontrollata delle 
cellule infettate dal virus del sarcoma di scimmia 
origina dalla presenza continua e inappropriata 
di questo omologo di PDGF. 

Quasi la metà degli oltre 20 retrovirus noti, com- 
preso v-src, codificano proteine chinasi tirosina- 
specifiche. L’oncogene v-erbB, infatti, codifica 
una versione tronca del recettore di EGF che 
è priva del dominio che lega EGF ma mantiene 
il segmento transmembrana e il dominio con at- 
tività proteina chinasica. Sembra probabile, quin- 
di, che le proteine chinasi codificate dagli oncoge- 
ni fosforilino in modo inappropriato le proteine 
bersaglio normalmente riconosciute dai recettori 
dei fattori di crescita, conducendo quindi le cellule 
ad uno stato di proliferazione illimitata. 
L’oncogene v-ras codifica una proteina, p21v75, 
che assomiglia ad una proteina G; essa è localiz- 
zata sul lato citoplasmatico della membrana cel- 
lulare delle cellule di mammifero dove attiva la 
adenilato ciclasi quando lega il GTP. Anche se 
p21‘”9 idrolizza GTP a GDP, lo fa molto più len- 
tamente delle proteine G. Il limite alla attivazio- 
ne dell’adenilato ciclasi che l’idrolisi di GTP im- 
pone sulle proteine G è quindi ridotto di molto 
in p21'”%; la conseguente attivazione continua 
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dell’adenilato ciclasi apparentemente agisce nella 
trasformazione della cellula. 

4. Anche se si conoscono parecchie proteine che 
sono fosforilate da proteine chinasi cellulari o co- 
dificate da oncogeni, non ne è stata ancora rico- 
nosciuta nessuna come messaggero intracellula- 
re in grado di avviare la divisione cellulare (an- 
che se alcune di queste proteine sono state impli- 
cate nella mediazione di altre proprietà peculiari 
alle cellule trasformate). Parecchi oncogeni re- 
trovirali, però, compresi v-jun e v-fos, codifica- 
no proteine nucleari i cui corrispondenti analo- 
ghi normali cellulari sono sintetizzati in risposta 
a segnali mitogenici. Molte di tali proteine, com- 
presi i prodotti genici di v:jun e v-fos, si legano 
al DNA, suggerendo che siano in grado di in- 
fluenzarne la trascrizione e/o replicazione. v.jun, 
infatti, è omologo all’80% al proto-oncogene (l’a- 
nalogo normale cellulare di un oncogene) c.jun, 
che codifica un fattore di trascrizione chiamato 
AP-1 (e ora chiamato anche Jun). Inoltre, 
Jun/AP-1 forma uno stretto complesso con il pro- 
dotto proteico del proto-oncogene c-fos che, co- 
me indicato da analisi della sequenza e studi di 
alterazioni dovute a mutazioni, è mediato da un 
leucine zipper (paragrafo 33.3B). Questa associa- 
zione aumenta grandemente la capacità di 
Jun/AP-1 di stimolare la trascrizione di geni ca- 
paci di rispondere a Jun. 


I prodotti degli oncogeni sembrano quindi essere com- 
ponenti funzionalmente modificati o espressi in mo- 
do inappropriato di complesse reti di controllo che 
regolano la crescita ed il differenziamento della cellu- 
la. La complessità di queste reti (le cellule general 
mente rispondono a svariati fattori di crescita, ormo- 
ni e fattori di trascrizione con modalità parzialmen- 
te sovrapposte) è probabilmente la ragione per cui 
la trasformazione maligna richiede parecchi eventi 
carcinogenetici indipendenti. i 


Forme maligne possono derivare 
da specifiche alterazioni genetiche 


692] Anche se molto di ciò che sappiamo sugli onco- 
geni deriva dallo studio degli oncogeni retrovirali, 
poche forme di cancro nell’uomo sono causate da re- 
trovirus. Ciò nonostante, sembra probabile che tutte 
le forme di cancro siano determinate da alterazioni 
genetiche. Robert Weinberg ha dimostrato che que- 
sto è il caso per fibroblasti di topo che siano stati 
trasformati da un cancerogeno noto: i fibroblasti nor- 
mali di topo in coltura sono trasformati in seguito 
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alla transfezione di DNA di cellule trasformate. Que- 
ste cellule appena trasformate, inoltre, una volta ino- 
culate nel topo danno tumori. Studi analoghi hanno 
mostrato che il DNA da una grande varietà di tumo- 
ri maligni ha una analoga capacità trasformante. 

Quale genere di modificazioni genetiche può dare 
origine al cancro? Sono stati osservati parecchi tipi 
di modificazione: 


1. Alterazione di proteine 


1693) Un oncogene, come abbiamo visto, può dare ori- 
gine a un prodotto proteico dotato di una attività ano- 
mala relativamente a quella del corrispondente proto- 
oncogene. Questo può anche essere il risultato di una 
semplice mutazione puntiforme. Per esempio, Wein- 
berg, Michael Wigler e Mariano Barbacid hanno di- 
mostrato che l’oncogene ras isolato da cellule umane 
di carcinoma (un tipo di tumore che origina dalle 
cellule epiteliali) della vescica differisce dal suo cor- 
rispondente proto-oncogene (che si ritiene codifichi 
una proteina G) per la mutazione del codone di Gly 
12 (GGC) nel codone di Val (GTC). La modificazione 
di amminoacidi che ne risulta attenua l’attività 
GTPasica di p21°7, senza influenzare evidente- 


Figura 33.71 La struttura ai raggi X della proteina del proto-oncogene 
umano p21°75 sotto forma di complesso con GDP (in giallo). Le re- 
gioni a elica e a struttura £ della proteina sono disegnate in rosso 
e in verde rispettivamente. | 18 residui C-terminali della proteina nati- 
va, che non hanno una funzione biochimica conosciuta e che si pen- 
sa siano flessibili, sono stati rimossi per facilitare la cristallizzazione 
della proteina. (Per gentile concessione di Sung-Hou Kim, University 
of California, Berkeley.) 
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per mezzo dell’analisi della curva Cot. Il DNA degli 
eucarioti ha curve Cot complesse che derivano tanto 
dalla presenza di sequenze uniche, moderatamente 
ripetute e altamente ripetute, quanto dalla presenza 
di sequenze ripetute invertite. La funzione delle se- 
quenze ripetute invertite, che formano strutture ri- 
piegate su se stesse, è ignota. Le sequenze altamente 
ripetute, che sono presenti nelle regioni di eterocro- 
matina vicine ai centromeri dei cromosomi, probabil- 
mente servono ad allineare i cromosomi omologhi du- 
rante la meiosi e/o a facilitare la loro ricombinazio- 
ne. I DNA moderatamente ripetitivi hanno per la mag- 
gior parte funzioni ignote; molti di essi potrebbero 
semplicemente essere DNA «egoista». I geni che codifi- 
cano rRNA e tRNA sono organizzati in raggruppa- 
menti ripetuti in tandem. rDNA si condensa forman- 
do i nucleoli, la sede della trascrizione di rRNA ad 
opera della RNA polimerasi I e del parziale assem- 
blaggio dei ribosomi. L’RNA 5S e i tRNA sono tra- 
scritti al di fuori dei nucleoli dalla RNA polimerasi 
IIL I geni che codificano gli istoni, che sono richiesti 
in grandi quantità solo durante la fase S del ciclo 
cellulare, sono gli unici geni ripetuti che codifichino 
delle proteine. L'identità di una serie di geni ripetuti 
è probabilmente mantenuta tramite crossing over ine- 
guale e/o conversione genica. Molte famiglie di geni 
che codificano proteine correlate sono raccolte in fa- 
miglie geniche. Nei mammiferi i raggruppamenti dei 
geni che codificano le subunità a e 6 e tipo a e B del- 
l’emoglobina si trovano su cromosomi separati. ‘Ciò 
non di meno tutti i geni della globina dei vertebrati 
hanno la stessa struttura in quanto a introni ed eso- 
ni: tre esoni separati da due introni. I geni che codifi- 
cano le proteine moderne hanno, probabilmente, avuto 
origine dall’assemblaggio di esoni durante la ricom- 
binazione, così che gli introni moderni sarebbero ciò 
che rimane di un processo che ha facilitato l’evoluzio- 
ne delle proteine. Questo si può vedere bene nella strut- 
tura della piruvato chinasi del muscolo di pollo i cui 
10 esoni codificano ciascuno un elemento distinto del- 
la struttura secondaria della proteina. Analogamen- 
te, molti dei segmenti polipeptidici codificati dai 18 
esoni del recettore delle LDL sono omologhi a segmen- 
ti presenti in parecchie altre proteine. La scarsità di 
introni nei geni degli organismi inferiori probabilmente 
riflette il maggiore vantaggio selettivo che l’efficienza 
metabolica conferisce loro, rispetto agli organismi su- 
periori. Negli organismi superiori gli introni possono 
servire a proteggere gli esoni di famiglie geniche dal- 
l’eliminazione per crossing over ineguale. Le talasse- 
mie sono malattie ereditarie causate dal difetto gene- 
tico della sintesi dell'emoglobina. La maggior parte 
delle talassemie a sono provocate dalla delezione di 
uno o più geni della a-globina, mentre la maggior parte 
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delle talassemie 8 derivano da mutazioni puntiformi 
che influenzano la trascrizione o le modificazioni post- 
trascrizionali degli mRNA della B-globina. 

La eterocromatina può essere suddivisa in eterocro- 
matina costitutiva, che non è mai trascrizionalmente 
attiva, e in eterocromatina facoltativa, la cui attività 
varia in modo tessuto-specifico. I corpuscoli di Barr 
delle cellule delle femmine dei mammiferi rappresen- 
tano una forma comune di eterocromatina facoltati- 
va: uno dei due cromosomi X della cellula è perma- 
nentemente condensato e trasmette il suo stato di inat- 
tività alla sua progenie, forse mediante il manteni- 
mento della metilazione. La cromatina attiva, per con- 
tro, ha una struttura relativamente aperta che la ren- 
de accessibile al macchinario della trascrizione. Due 
esempi ben caratterizzati di cromatina trascrizional- 
mente attiva sono i puff cromosomici che emergono 
da singole bande dei cromosomi politenici e dei cro- 
mosomi a spazzola degli oociti degli anfibi. La sintesi 
proteica differenziale caratteristica delle cellule di un 
organismo multicellulare origina in gran parte dalla 
trascrizione selettiva dei geni espressi. La cromatina 
trascrizionalmente attiva è più suscettibile alla dige- 
stione con nucleasi della cromatina non trascritta. 
Questa sensibilità alla nucleasi sembra essere promos- 
sa dalla presenza di proteine non istoniche quali HMG 
14 e 17, anche se queste proteine non sono tessuto- 
specifiche. I geni attivi hanno anche siti ipersensibili 
alla nucleasi che sono localizzati nelle regioni del DNA 
prive di nucleosomi. L’ipersensibilità alla nucleasi è 
conferita al DNA dal legame di proteine specifiche che, 
presumibilmente, rendono il gene accessibile alle pro- 
teine che mediano l’inizio della trascrizione, della re- 
plicazione e della ricombinazione. L'espressione di geni 
cellula-specifica è mediata dagli elementi enhancer e 
promotore del gene. Una cellula, di conseguenza, deve 
possedere fattori di trascrizione specifici che ricono- 
scano questi elementi genici. Per esempio, Spi si lega 
alla GC box che precede molti geni. Analogamente, 
gli ormoni steroidei si legano al rispettivo recettore 
che, a sua volta, si lega ad enhancer specifici, modu- 
lando così la loro attività trascrizionale. I fattori di 
trascrizione hanno due domini, un dominio che lega 
il DNA mirando a una sequenza specifica, ed un do- 
minio di attivazione che interagisce con la proteina 
bersaglio del fattore di trascrizione in modo grossola- 
namente non specifico tramite una regione dalla su- 
perficie carica negativamente. Si ritiene che il legame 
cooperativo al DNA di svariati fattori di trascrizione 
stimoli il legame della RNA polimerasi II al corrispon- 
dente sito di inizio della trascrizione. Tali processi 
possono essere mediati da interazioni DNA-proteine 
che coinvolgono zinc finger e da associazioni proteine- 
proteine promosse da leucine zipper. Altre forme di 
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espressione genica selettiva coinvolgono l’uso in un 
singolo gene di siti di inizio alternativi, la selezione 
di siti di splicing alternativi, la possibile regolazione 
della traslocazione di mRNA attraverso la membra- 
na nucleare, il controllo della degradazione del mRNA, 
il controllo del ritmo di inizio della traduzione e la 
selezione di vie alternative di modificazione postra- 
duzionale. 

L’embriogenesi avviene in quattro stadi: segmenta- 
zione, gastrulazione, organogenesi e maturazione e 
crescita. Una delle caratteristiche peculiari dello svi- 
luppo embrionale è la capacità delle cellule di orien- 
tarsi progressivamente ed irreversibilmente verso li- 
nee specifiche di sviluppo. I segnali che danno il via 
ai cambiamenti di sviluppo, che vengono riconosciuti 
anche attraverso distanze evoluzionistiche molto gran- 
di, possono essere trasmessi mediante contatti inter- 
cellulari diretti o tramite gradienti di sostanze rila- 
sciate da altre cellule embrionali. I segnali di svilup- 
po agiscono in modo combinatorio; ilidestino ontoge- 
netico, cioè, di un dato tessuto è determinato da pa- 
recchi stimoli di sviluppo non necessariamente unici. 
Nella Drosophila le prime fasi dello sviluppo embrio- 
nale sono guidate dai geni dell'effetto materno la cui 
distribuzione determina il sistema di coordinate spa- 
ziali dell'embrione. I geni della segmentazione, che so- 
no attivati prima della formazione del blastoderma, 
codificano il numero e la polarità dei segmenti corpo- 
rei della larva e dell’adulto. I geni omeotici, le cui mu- 
tazioni trasformano una parte del corpo in un’altra, 
regolano quindi il differenziamento dei singoli segmen- 
ti. Molti di questi geni regolatori, che sono espressi 
selettivamente nei tessuti embrionali di cui controlla- 
no lo sviluppo, hanno una sequenza di basi comune, 
l’omeobox, che codifica un segmento polipeptidico di 
60 residui. Si ritiene che le proteine codificate da que- 
sti geni regolatori agiscano come repressori e/o fattori 
di trascrizione nell’espressione selettiva di proteine ti- 
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piche di un certo momento dello sviluppo. Le omeo- 
box sono state anche identificate nei geni dei verte- 
brati, favorendo l’ipotesi che anche questi geni abbia- 
no, analogamente, una funzione nello sviluppo. Le cel- 
lule cancerose differiscono in modo strutturale, fun- 
zionale e metabolico dalle cellule normali da cui deri- 
vano. Le loro proprietà più significative dal punto di 
vista medico, cioè la loro immortalità e la loro capa- 
cità di proliferare in modo incontrollato, le dotano 
della capacità di formare tumori invasivi e metasta- 
tici. I tumori maligni sono provocati da agenti che 
alterano le sequenze di DNA: cancerogeni, radiazioni 
e virus. Devono tuttavia avvenire parecchi di tali cam- 
biamenti prima che una cellula venga trasformata. 
Il virus del sarcoma di Rous, un retrovirus che provo- 
ca sarcomi nei polli, porta un oncogene, v-src, il cui 
prodotto proteico, pp60-", media la trasformazio- 
ne della cellula ospite. Le cellule non infettate di pollo 
contengono un gene, c-src, che è omologo a v-src. En- 
trambi i geni codificano una proteina chinasi tirosina- 
specifica che si ritiene coinvolta nella stimolazione del- 
la divisione cellulare. I circa 40 oncogeni virali e cellu- 
lari che sono stati caratterizzati stimolano la divisio- 
ne cellulare mimando gli effetti di fattori di crescita 
e di alcuni ormoni. I prodotti degli oncogeni compren- 
dono analoghi di fattori di crescita, di recettori di fat- 
tori di crescita, di proteine nucleari che stimolano la 
trascrizione e/o la divisione cellulare, e di proteine G. 
I tipi di modificazioni genetiche che distinguono gli 
oncogeni dai loro omologhi cellulari sono mutazioni 
puntiformi, riarrangiamenti cromosomici che porta- 
no gli oncogeni sotto l’influenza di sequenze regolato- 
rie inappropriate, amplificazione dell’oncogene, e l’in- 
serzione del genoma virale in una posizione che pone 
l’oncogene cellulare sotto il controllo trascrizionale di 
sequenze regolatorie virali. Anche la perdita o l’inat- 
tivazione di anti-oncogeni può determinare il cancro. 
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PROBLEMI 
{1701 


1. Qual è il rapporto di condensazione massimo possi- 
bile di un segmento di DNA di 105 bp e di un seg- 
mento di DNA di 10° bp? Assumete che il DNA sia 


un cilindro di 20 À di diametro con una lunghezza 
lineare di 3,4 A/bp. 


2. Quando un minicromosoma di SV40 (un DNA a dop- 

pia elica circolare e chiuso, sotto forma di complesso 
con i nucleosomi) si rilassa in modo da formare un 
cerchio non distorto ed è successivamente privato 
delle proteine, il DNA circolare chiuso che si ricava 
ha circa — 1 giro di superelica per ciascuno dei nu- 
cleosomi rispetto a quanto aveva in origine. Spiegate 
la discrepanza tra questa osservazione e il fatto che 
il DNA di ciascun nucleosoma si avvolge quasi due 


volte intorno al suo ottamero di istoni con una supe- 
relica sinistrorsa. 


3. Spiegate perché i polipeptidi acidi come il poliglu- 
tammato facilitano l’assemblaggio in vitro dei nucleo- 
somi. 


*4. Considerate una molecola di DNA di 1 milione di 
bp che abbia 1500 sequenze di 400 bp ripetute in 
tandem, tenendo presente il DNA costituito da se- 
quenze uniche. Disegnate la curva Cot di questo 
DNA dopo la sua scomposizione in pezzi di — 1000 
bp di lunghezza; e di —100 bp di lunghezza. 


5. Perché le strutture che si ripiegano su se stesse, una 
volta che vengono isolate, trattate con una endonu- 
cleasi che digerisce solo DNA a singola elica e quindi 
denaturate, danno curve Cpt complesse? 


6. Durante il periodo di maturazione, che dura due mesi, 
l’oocita di Xenopus sintetizza 10! ribosomi. Il rit- 
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YARDEN, Y. e ULLRICH, A., (1988), «Growth factor receptor 
%*. tyrosine kinases», Annu. Rev. Biochem., 57, pp. 443-478. 


mo di sintesi di rRNA è possibile solo perché la nor- 
male dotazione genomica di rDNA è stata amplifica- 
ta di 1500 volte. (a) Perché non è analogamente ne- 
cessario amplificare i geni che codificano le proteine 
ribosomiali? (b) Se l'amplificazione dei geni per rRNA 
avviene in un breve periodo all’inizio del periodo 
di maturazione, quanto dovrebbe durare l’oogenesi 
se il rDNA non fosse amplificato? 


7. Hb Kenya è una talassemia #8 in cui il raggruppa- 
mento dei geni della 8-globina è stato deleto a parti- 
re da un punto nel gene della 4y-globina fino alla 
posizione corrispondente nel gene della f-globina. 


Descrivete il meccanismo più probabile che può aver 
generato questa mutazione. 


8. La Fig. 33.45a mostra una banda singola giusto so- 
pra la regione in parentesi che aumenta di densità 
con l’aumento della concentrazione di Spi. Qual è 
l'origine di questa banda? 


9. Perché i rari esempi di gatti marezzati tricolori ma- 
schi hanno tutti il genotipo anormale XXY? 


10. Nella Drosophila un individuo omozigote esc” si svi- 
luppa normalmente a meno che anche sua madre 
sia un omozigote esc”. Spiegate il perché. 


11. Iretrovirus che portano oncogeni infetteranno le cel- 
lule del corrispondente animale ospite ma di solito 
non le trasformeranno. Questi retrovirus però tra- 
sformeranno prontamente cellule immortalizzate de- 
rivate dallo stesso organismo. Spiegate il perché. 


12. La fusione di cellule cancerose con cellule normali 


spesso sopprime l’espressione del fenotipo tumori- 
genico. Spiegate il perché. 
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Via 
intrinseca 


Contatto con 
la superficie 
traumatizzata 
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Fattore XII XI 


HMK > 


Via 
estrinseca 


ATTRA 
Fattore XI Ca?*(2) XL, 
A da P <a 
Fattore IX Ca?*, PL IX, VI, Ca? PL Fattore VII 
LITTA | Fattore III 
Fattore VIII VI TTT | 
Fattore X Ca?*, PL X,  Ca?*, PL Fattore X 


p 


gta iui 
rotrombina Ca * PL Trombina TT 


P, 


Fattore XIII 


Figura 34.1 È schematizzata la cascata del sistema di coagulazione 
del sangue nell'uomo, con la divisione in via intrinseca e via estrinse- 
ca. La nomenclatura dei fattori di coagulazione segue.la Tabella 34.1. 
I fattori di coagulazione attivati, che con l'eccezione della fibrina 50- 
no serina proteasi, sono indicati in rosso, mentre le frecce rosse rap- 
presentano i processi di attivazione per proteolisi che essi operano 
su altri fattori della cascata. Analogamente, i fattori accessori attivati, 
compresi Ca°* e le membrane fosfolipidiche (PL), sono indicati in 
verde. Notate le numerose reazioni a feedback che accelerano il pro- 
cesso di coagulazione e/o accoppiano le vie intrinseca ed estrinseca. 


Nei paragrafi seguenti descriveremo il meccanismo 
della coagulazione nell’uomo a partire dal fondo, ini 
ziando cioè con la formazione del coagulo stesso e 
procedendo a ritroso attraverso i vari stadi successi- 
vi che portano a questo risultato. 


Fibrina 


TIRA (coagulo morbido) 


Fibrinogeno 


Fibrina 


(coagulo duro) 


A. Il fibrinogeno 
e la sua conversione a fibrina 


[704] Il coagulo è costituito da una moltitudine di mo- 
lecole di fibrina intrecciate in modo da formare una 
rete fibrosa insolubile (Fig. 34.2). La fibrina deriva 
dalla proteina plasmatica solubile fibrinogeno (fat- 
tore I) attraverso una reazione proteolitica cataliz- 
zata dalla serina proteasi trombina. Il fibrinogeno 
costituisce dal 2 al 3% delle proteine plasmatiche. Una 
molecola di fibrinogeno è costituita da tre paia di 
catene polipeptidiche non identiche ma omologhe, 
A@ (di 610 residui), BB (di 461 residui) e y (di 411 
residui), e da due paia di oligosaccaridi di circa 2,5 
kD ciascuno, legati con un legame N-glicosidico. In 
questo caso A e B rappresentano i fibrinopeptidi 
N-terminali di 16 e 14 residui amminoacidici che la 


dA 


Fisiologia molecolare 1253 


© 88-08-10538-5 


Figura 34.2 Fotografia al microscopio elettronico a scansione di un 
coagulo in cui un globulo rosso è avvolto in una rete di fibrina. (Man- 
îred Kaga/Peter Arnold Inc.) : 


(b) 


Figura 34.3 Il fibrinogeno. (a) Una fotografia al microscopio elettroni- 
co. (5) Un modello, a 30 À di risoluzione, visto lungo l’asse di rota- 
zione simmetrica della molecola. Le sfere chiare rappresentano delle 
protuberanze che si osservano in immagini del fibrinogeno ricavate 
dalla combinazione di microscopia elettronica e diffrazione dei raggi 
X a bassa risoluzione. (Per gentile concessione di John Weisel, Uni- 
versity of Pennsylvania.) 


trombina taglia dal fibrinogeno; il monomero di fi- 
brina è quindi indicato come @26zy:. La reazione con 
cui il coagulo deriva dal fibrinogeno può essere quindi 
così rappresentata 


nA+nB 


n(Ac0)ot BB)oY2 Di nagbota —+ (c9B9Y2)n 


Studi al microscopio elettronico e cristallografia ai 
raggi X a bassa risoluzione mostrano il fibrinogeno 
come una molecola allungata di — 450 À, costituita 
da due porzioni simmetriche con due strutture no- 
dulari a ciascuna estremità ed una in mezzo (Fig. 
34.3). Le sue sei catene polipeptidiche sono unite da 
17 ponti disolfuro, 7 all’interno di ciascuna metà del 
dimero e 3 che legano questi due protomeri (Fig. 
34.4). Indicazioni strutturali e predizioni sulla con- 
formazione elaborate in base all’analisi della sequen- 
za suggeriscono per la regione centrale di ogni pro- 
tomero una struttura superavvolta di tre a-eliche, di 
cui le catene a, £ e y costituiscono ciascuna un com- 
ponente (Fig. 34.5). Le strutture nodulari periferiche 
della Fig. 34.3 sono costituite dalle regioni C-terminali 
delle catene 6 e y. Il segmento C-terminale della cate- 
na a manca apparentemente di una struttura defini- 
ta, per cui non è rappresentato nella Fig. 34.3. Come 
polimerizza la fibrina per formare il coagulo? La 
trombina taglia specificamente il legame Arg-X (do- 
ve X in molte specie è Gly) che unisce ciascun fibri- 
nopeptide alla fibrina. La fibrina quindi si aggrega 
spontaneamente formando fibre che mostrano al mi- 
croscopio elettronico una struttura striata che si ri- 
pete ogni 225 À (Fig. 34.6). Questa distanza regolare 
corrisponde esattamente alla metà della lunghezza 
di un monomero di fibrina, cioè di 445 À, suggeren- 
do una associazione dei monomeri di fibrina per file 
sfasate di metà molecola (Fig. 34.7). 


Ao 
COETTZ*TETTZISN Nel 
BR (LI de si 
(6 SPERI ES gp NAT LOC 


Vite de SR 
CeOERTEZZI4N NATI (6. 
Figura 34.4 Una rappresentazione schematica della struttura del fibri- 


nogeno, (Ac:)3(B8)272, in cui i ponti disolfuro intercatena sono indi- 
cati con linee gialle. 
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Siti di taglio 


Rilasciato in seguito ad attivazione 


Figura 34.9 La struttura della protrombina, in cui sono indicati i due 
legami peptidici che sono digeriti dal fattore X, per formare la trom- 
bina. Il peptide N-terminale viene liberato in questo processo di atti- 


due reazioni proteolitiche catalizzate dal fattore di 
Stuart (X;), a sua volta prodotto nel passaggio pre- 
cedente della cascata. La digestione dei legami Arg 
274-Thr 275 e Arg 323-Ile 324 della protrombina de- 
termina il rilascio del suo segmento N-terminale e 
la separazione delle catene A e B (Fig. 34.9). La dige- 
stione del secondo legame in particolare è ritenuta 
responsabile della formazione di una coppia ionica 
simile a quella che si forma tra Ile 16 e Asp 194 nel 


l'attivazione del chimotripsinogeno (paragrafo 14.3E). 


La vitamina K è un cofattore essenziale 
nella sintesi del y-carbossiglutammato 


1707] La protrombina, così come gli omologhi fattore 
VII, IX e X, è sintetizzata nel fegato con un processo 
che richiede un adeguato apporto dietetico di vitami- 
na K (Fig. 34.10; K deriva dal danese koagulation). 
La carenza di vitamina K o la presenza di un inibito- 
re competitivo quale il dicumarolo (scoperto nel tri- 
foglio deteriorato poiché causa emorragie fatali nel 
bestiame), o la warfarina (un topicida), determina- 
no la produzione di una protrombina anormale, che 
viene attivata dal fattore X, a un ritmo pari solo al 


x 


1 o 2% del normale. Questa osservazione è stata a. 


lungo inspiegabile in quanto protrombina normale 
e protrombina anormale mostravano entrambe la 
stessa composizione in amminoacidi. Studi condotti 
utilizzando NMR hanno alla fine stabilito che la pro- 
trombina normale contiene residui di y-carbos- 
siglutammato (Gla) 


10) 
— NH-CH- È = 
CH, 
cH — CO 
COO” 


y-carbossiglutammato (Gla) 


Trombina 


vazione, mentre i peptidi A e B della trombina rimangono legati tra- 
mite un ponte disolfuro. 


CH. CH. 
Re CiL+ CH= Ce CH =CH= CH. CH Cihoy—H 


Vitamina K; (Fillochinone) 


Rs ACL Ct CH 


Vitamina Ks (Menachinone) 


Warfarina 


Figura 34.10 Le formule molecolari della vitamina K e di due dei 
suoi inibitori competitivi, il dicumarolo e la warfarina. La vitamina 
K è presente nelle foglie verdi come vitamina K, (fillochinone), e 
è sintetizzata dai batteri intestinali come vitamina K3 (menachino- 
ne). Ricordate che queste forme della vitamina funzionano come ac- 
cettori di elettroni nella fotosintesi in cloroplasti e batteri (paragrafo 
22.2). Il nostro corpo converte il composto madre, vitamina K3 (me 
nadione), nella forma attiva della vitamina. 


| 
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10 dei quali situati tra le posizioni 6 e 33 nella pro- 
trombina umana (Fig. 34.11). 

La protrombina anormale, al contrario, contiene Glu 
al posto di questi residui Gla. 

La vitamina K deve quindi essere un cofattore indi- 
spensabile per la conversione postraduzionale di Glu 
in Gla. 

La ragione per cui i residui Gla della protrombina 
non erano stati inizialmente individuati è da ricerca- 
re nelle condizioni di idrolisi acida normalmente usate 
nei metodi di determinazione della composizione di 
amminoacidi, che determinano la decarbossilazione 
di Gla a Glu (paragrafo 6.1D). Il ciclo di reazioni che, 
nel fegato, sintetizzano Gla da Glu e quindi rigene- 
rano il cofattore vitamina K si può schematizzare in 
quattro reazioni (Fig. 34.12): 


1. La vitamina K, nella sua forma attiva di idro- 
chinone, sottrae un protone y da Glu con una 
reazione che impiega O, e che, con mecca- 
nismo ignoto, genera il y-carbanione di Glu 
e il 2,3-epossido della vitamina K. 

2. Il carbanione Glu quindi reagisce con CO. 

per dare origine a Gla. 

L’idrochinone vitamina K viene rigenerato 

da due reazioni sequenziali, entrambe cata- 

lizzate apparentemente dallo stesso enzima, 

che impiegano tioli quali l’acido lipoico. Il 

dicumarolo e la warfarina bloccano entram- 

bi i passaggi. La reazione 4 può anche esse- 

re catalizzata da alcune reduttasi NADH- o 

NADPH-dipendenti. 


3. e 4. 


La scoperta dei residui Gla nei fattori della coagula- 
zione ha condotto alla identificazione di tali residui 
anche in altri tessuti, che devono, di conseguenza, 
contenere carbossilasi vitamina K-dipendenti. Vedre- 
mo più avanti che la funzione dei residui Gla nei 
fattori della coagulazione è quella di legare Ca?*. 
Presumibilmente questo ruolo è rivestito anche in 
altri tessuti. 


+3 10 
HyN - Ala - Asn — Lys - Gly -Phe-Leu-Gla- Gla -— Val - Arg - 

ll 20 
Lys-Gly -Asn-Leu- Gia-Arg — Gla- Cys-Leu- Gla- 

21 30 

Gia-Pro -Cys- Ser- Arg — Gla-Gla- Ala -Phe- Gla-"' 


3 35 
Ala - Leu — Gla-Ser- Leu""-+- 


Figura 34.11 La sequenza N-terminale della protrombina, con indica- 
ti i suoi 10 residui Gla. 
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Figura 34.12 Il ciclo metabolico della vitamina K nel fegato. Si pensa 
che le reazioni 3 e 4, che sono entrambe inibite da dicumarolo e 
warfarina, siano catalizzate dallo stesso enzima. Il gruppo R è illustra- 
to nella Fig. 34.10. (Fonte: SutTIE, ).W., Annu. Rev. Biochem., 54, 
p. 472, 1985.) dd 


L’attivazione della protrombina è accelerata 
in presenza del fattore V,, Ca?* e fosfolipidi 


[1708] Il fattore X, è, di per se stesso, un attivatore 
molto blando della protrombina. Tuttavia la sua atti- 
vità aumenta di 20 000 volte in presenza di proacce- 
lerina (V,) attivata, di Ca?* e di membrane fosfoli- 
pidiche. La superficie delle membrane in contatto con 
il complesso attivatorio deve contenere fosfolipidi ca- 
richi negativamente, quali la fosfatidilserina, per po- 
ter accelerare la reazione a tali livelli. Questo tipo 
di fosfolipidi però è presente quasi esclusivamente 
sul lato citoplasmatico delle membrane cellulari (pa- 
ragrafo 11.3B) che, di norma, non è in contatto col 
plasma. Inoltre circa il 20% di tutto il fattore V del 
sangue è conservato nelle piastrine e rilasciato solo 
in seguito ad attivazione piastrinica. Conseguentemen- 
te, l’attivazione fisiologica della protrombina avviene 
normalmente a un ritmo significativo solo in prossi- 
mità di una lesione. 


Ioni Ca?* sono indispensabili per il legame di pro- 


alsanbd Ip ruorzuni a] }PurIqgliAri UOA Ip aJ0R}eJ [I 
uod ossagduoo rp etnIv: 0N)0s etuse]d jau E[ooIIo 
ODITIFOLUSH UE 21081 [I ‘aySojowio autajo.d cuos a) 
-uawua]uapuasd.ios UUU ‘MI BsuI ‘ODIIJOLUaH Ue 210}J8} 
[i 3 eunia[asoeo1d e] (13€ ‘P13) uiquio.nosd elap 
QUOIZEA[}}E Elje elvod ao connpeirooine 0ss3301d op 
-U099s UN UT ‘A) ruLIajanozoId e] 3 0] atuoo 1809 ‘eu 
-IQUIOI] E[[ep aiuottieon]oa]g.id 0mAL}E 2 O2ITIJOLI 
cOHUE 2JOLYBI II (ORALE (FINA) O0HIFOWHUE dI 
-ONE} [ap fonossazar al0}}e; aruoo ‘auoizead009 E] 
UOI SELU]SIIYY) Ip 210018] ep ‘,,U9 Ip ezuasard ur 3 
eoIpido;so; tueiquiowi eun ip arijiodns efns ‘e) 
-EZZI[B] BO BOIM[O2]0Jd aUvIZEII DUM IP 0}PISQUS 3 X 
SIONE] [I ‘EDASULLIUT PIA E[]op a[eurz o:Sfessed jan 
‘(Gl*e opeiSraed) esosunisa 
ELA eap onoposd un ‘erarpie (“HA) BUI3AUOI 
“od erep o]eAne adossa ond ‘eipoa ens è ‘seunisLio 
Ip 24008} [] CouorzeaI eisomb ut njonuro: LIOSS229E 
1IO]}B]} OUOISOUOI ISUUONI ‘PO IpartoLI duo a PID 
-1d1jojso; tueIquiawi eun ip omijiJodns rms auomar 
aYI FUOIZEAI PUN UOD ‘E[r) mpisai 2 ]uouo]uvI eurd]oId 
-001]5 eun ‘(X) SEUISAIY9 IP 23103}8} [PP 20109] 
-oJd auoIzeAnIe.] eZZzI[eimo "IX a0Nt] II ‘(175 FI ‘V) 
J4enis IP aJ0)18} [op anvizeanje [pe oueliod ayo ‘ISSes 
«sed anp eioduE apusiduioo tIesurgnui eli eT|zIzr] 
HILIIS OUOS EBSISSULIZUI EIA B][IP 
8Sessed anp nugm 19 


‘QUOIZE|iSEoI ID HOLIp LIE]ODII 
-Jed CUEIISOLI UOU “NI O ButaoI[eoaud ‘uvwraSez 
Ip dIONE IP azuato Ip Ho]jeLiod mpiarpul ojuenb 
uI ‘erqgnp 2 on u ezueziodm ens e] ‘ouna 1 0] 
-nSe03 [ap FUOIZEW.IO] è[[e OIZIUI a.I2p [au 29821]J3 al 
-USUTEIEIYI BIS OE]UOI IP PLUA]SIS JI A]URISOUON ‘OLIOS 
“53039? 210]]8] aUI05 NINH Ip ozzigun,] apanasd ‘ononu 
Ip ‘ayo ossasvoid un uo3 ‘ojenmnie uewiaSez Ip 21018] 
[9p alued ep IX 310}}V] [ap eonlijoa]o1d suolzeamie.] 2 
O}]E]UOI IP ELHSISIS [Ep EleIpalli ajeuly QUOIZeal ET 
"EUIOIDI][RO EI 
-Tep o1e.auaS oeAIne utwraSeH Ip aJole] Ip enjuenb 
Spueid Eelfep elemoso 2a]uatIe]cIpa lu 3 0}}B]UOI 
Ep aucizennie Jod o]jeurSnIo UuEtIaSEH IP dJ0NCI [Op 
BIN}EU E] ‘EMAINE ENS E[[ap 2UOIZEUTUIIS]9p IP oAnl 
-e]ua) ruSo ur ‘ezuanfasuoo IG ‘ossa]s UewIdSEH Ip sl 
“one; i eAnIE aUp IsEaO1d el]ap vussomz of a ‘one? 
-U09 Ep QUOIZEAINE er[op eismuoSeloid jap 2010 ‘uew9$ 
-2H IP 2J0]]R] [op o]erisgns [i a 249 ‘EuUISIOT[eoa1d e] 
:0NEJjuoo Ep suocIzeaAliie Ip ossasvo1d [ap eomnifeles0] 
“ne eImpeu eljep cuosios euIafqord c]sanb areluo:zie ] 
-au Tejuauiniads è;joonzip alfap anred 1018521 eq‘ 9wu 
-eSa] auojenb un 0}erSe1 oiuoweAllozzo eSusa 2UI 
2UIUEIU BLU “EUTSIDI[[E2 ellop o”g$fesioq aweSa] 0ssa]s 


o] H]5U} aroijiodns eum è EDISIJ AUOISIpe.] 3YI 0.MIIS 
elnu Jad 2 uou o]os uou ‘vorei a uewaseH Ip 
2.10}12} [BP 0}}B]UO5 èp aUoIZeAl}}e Eljop eImieu ET 
‘09011991 QUOIZEAINIE IP 2Wiajsis UN OpuanzI]s 
-05 ‘uewiaSeH Ip a10}tj} [1 a]juawIeoni[oa]o1d cane ‘èj 
-JOA ENS è ‘EUTAIOI][EI ET ‘EUTSII [ed BAIE ISta]O1d ef 
“Te a uISIIO Opuep ‘eura.9I[[edaud e] ajuawresni[oa}od 
sosLiasIp ‘MINH Ip ezuasald ur ‘ao uewiaseH IP du 
-0)}è8} [i opotui ayofenb ur rame eljepe aroyliadns eun 
© aUOISApe, | SYI FUALLI IS ‘(LITaIMIP a 3]}UBje[Iposea 
WliAIne a]jua]jod è suomIo un) eutunpprpeaq apidad 
-2UOU ]9p azosInmgaId Un ayoue 3 2YI OLIOSSAIIE 3.10] 
1g] un ‘MIAH) a1e[oda]ow osad 0}je pe cuafouiu 
449 [La ‘GX 0 VLd) eanewse]d eunise]do quo.) è] 
-[9p 3}uapaza;ue ‘eura191[peda3d ‘(11x) uewraSeH 
rp d10}}g} Istojo1d eutios a[jap tuaSounz 15 :auta) 
-0.1d001]8 01}enb Ip 2)sIsU09 0}}e}UvI Ip EWU2]SIS [I 
‘QUOISSNISIP UL eIoODUE 9 0215 
“ojorsi] oeaogiusis ons pr o enutjap aquaweuard eJe3s a 
UOU 0}}B}UO5 Ip ELra]SIS ONappisoo 0]jsanb ip ranzeu 
©] (0}}9]Jo 0882]s o] cueIiqqe aorutiserd auriquuaw 
9 QUASE][OI O1lA LI YI QUITLI IS ‘DUOIZE[NEEO5 Ip 
ossa904d 1 auelane eoLiusis ‘(eue]jaodod trap auorz 
-npoud ejpou ezesn eqiSae eun) ouIpoeo [I 0 01)3A JI I] 
-enb ‘ojuowmeaneSau ayonito tijladns uo3 0}}e]uoI è 
anfues pr a19n av 345 odwa] ofun] ep 030u q [TTzT] 


3 


“ONE ]Juo. Ip BwWIaA)SIS [ep 03}ep 2 


x 


auorzemieoo ele via II 


'BOSSULI]UI EIA E] UOI Op 
UBISDUILIO0I aquawre;e1edas lA oNnp alsanb OUIIIIMOISIA 


2 ‘(inssa] IAU BAOJ} IS 1]USu 
“odwio9 tons tap cun quenb ur is03 e}ewEeIYo) ed 
-aSUuLI]sa EIA E[[9p onopord ji ‘FITA 2101Ey [ep *z 
‘(anfues jeu unuajuoo cuos 10I8301d 
rmusuoduroo mons I min} cjuenbd ur 1805 IEwIEIYD) 
BDSSULIZUI EIA ep opopord Ji ‘PxI 3101ez [ep ‘I 


:(1'»g 13) Iseazord 
asIoAIp anp ep ocjennie arassa ond x a10]}g; II [0 


REA 


ELI] 


EIASULIIUI PIA E] "9 


‘EUIQUUOI) E] UOI 
PINEISUI EUIPn.r,] aYI awess] 0} as o][op magesuodsal 
ajuawigeqoId 0uos rUoIZEIa]UI asosaumu a]sant) 
*IDIQOJOIPI pa IOIUOI IN}E]JUOOI 1S3)S9 BIMEISUI 
euIpnar,] mo uo ‘one 01s ons jap awresSa] Ip emi 
-ETeUeISs EI[au BUIQUIOI] ETje CUIo]JUI aSfonae Is ‘“W 6£ 
esSun] 2 pa c9 e 97 ep npisal I apualduioo 343 ‘PuIp 


£-2£201-80-88 È 


BEI 210)029]01 1150]01813 


: 
ti 
I 
i 
Ì 
I 
Î 
| 
ì 


“Mt, [AP a[PUIU19]-) Vpoo ET ‘0UIS0ULIAY [Ep eppodse 
18 19 ayp epranb è risoddo auorzamip elau 21109 Ip 
‘umb eumpnar [jap eu2]go ET ‘2U0)AY9[T}ITIO.I0]9 BIV 
-0Jd-34Ydg-0 u0I ossaduioo 0}}appns [au 3UI (ezuanb 
-9S IP VISO]OWIO LT] UOU CUrPnII] MI UD) 1se9}o1d eu 
-119S a][ap ITeImigu LIO]IQUUT Ip Hou Issajduioo 11}]e 15 
Mim} ur els o]a]peiednue g eimim.ns Ip ojuawSas un 
IUIIO] EUIQUIOI] eljap oquatufas 0]sanb atuoo a.rzou 
9]uessa19]U1 A (AE +1 oxeaSe.ed ‘ouafouisd tI oturyo 
19P SUOIZEIAUIMU B] OPUEZZI]H]N) BUIQUIOI) BI[IP LIT 
Nnj9 E FIT d9S UP MpisaI Il ojapeaed g empn.nis Ip 
qquawSas UN OUELI.I0] @UTPuI [[PP TEUTLU9]-N INpisaI 
21) ] "UIQUIoT) e[pp eioivads erp rose) ej edno 
-50 UOU BUIPNII] as IUIUE ‘PUIQUIOI] E[]p 0AMI? 0)IS 
[®p 19S e] u09 cuaP0Ip1 atueSa] UN BULIO] BUIPn.IL [TOP 
a[euUIuI.19]}-N OOIUTTUTIE oddnaò 1 049 apr; opowi ul 
EUIQUIO.I) ET[ap cAmne 0ns Jap Quoldal epe eSa] IS aru 
-1UI19]}-N OIUTLUOP [] ‘OS9)SIP oeuruni3)-D OTuUTwIop un 
e) [E UIUII9)}-N ae mqo]$ OTUTTUOPp un e BUIPnAaLI 
‘Iseo]od afjap LIOonqQui 
118 e.) eumid eleAlASSO P}?]S TELI DIO UOU 249 BI9IU 
“eu Un Ut CUIQuIo.I} è[p? S| IS CUIPILII] YI B]OALI 
*1I0]BIOQU] IS9AIP anp Ul auapuadipui pour Ul èmeu 
“tt113]ap PIris 2 ayo ‘ossafduioo 0)sanb ip x IBSLI 
BIN}INI]S BT ‘9]U2]eA00 UOU BUI Opjes 0]jouI Opouw Ul 
oeSa] ossaduoo un euLIO] Bssa INI UOI ‘PUIQUUO.I 
el[ap omiosouoo apeimzeu aloiqui 29]ua1od mid pa 
‘sipnulipau opnsiH tadoma eSnsmsues eljap tales 
E[[ep èlgALISp MPisaI S9 Ip eutajosd eun "2UIpn.ar I 
‘sagontazued Ista;o1d euULIes 
alre onadsia vUIquIos) eTjap oje.usqus qr dad eHna. su 
oiow eogioads erpap Iqesuodsa1 oqqup ezuos ou 
-0s asug a]jsant) ‘asue a][ap eun a ILd@ 2.1} 09LI9]S 0.1} 
“u0os oAneoIiusis un 9,9 ‘(£7F1 ‘F14) euISdII) E] LOI 08 
“salduroo qi euii0]3 opuenb swmsse ILIA 3UI O}USLUE] 
“uno 3 auorzIsod essa]s eTpau ‘(ILd4E) cuLoq seamvued 
[ep onezsa euIsdii) elap aJoNquur top ofopow un 
eUIQUIOI) B[]Ap OJ[apowu |e EISODIE IS MIEJUI Opuentò 
*Iemzeu ISBA]O1À a][op LIONQIUI {Sap anued 101552w1 
EI[ap EUIquio1) e] uco aumeSa] osIeos OITP apigesuods 
“dl ajuawitigrunsaId 2 pa 0AnNIE Oxs [e 0Ssa99t ] 0A 
-neogmuSis opow Ul aSu1IsaI asue a;sanb ep o}eurwi 
-19]9p 00113]S OIQUIOSUI] ‘08Sa pe 0UI0)}? 3)eZZ1|eo0] 
cuos 349 ‘ouia)sa Te a]jsodsa pa a}eSunzje ‘asue as01 
-aumu agpap ezuanSasuoo ul agoneaued Iseazo1d eu 
“1198 arfap orfenb rp opuozord nid cow è ‘olad ‘eutq 
“t01) E[jap came 0Ns [Pp 09708 II ‘autszosd 23sanb en 
a1uagsisa eISo[owio 1p opess c3te.] o1ep ‘enenodse 1s 19 
awro9 (orduiosa 19d ‘07'#I (511) auoneaued 1sea;o1d 
euLIas a[[ap eljonb cUIOIA Ep ONOWI EUETYOLI E EUS]EI 
EITAP BIMIIMIS ET ‘0Napald 032)S Ba atuo9 ‘OL ms 
“and to5 sUorzenosse e}ans Ul UOU a 0IEIISQUS | 232] 
ato 00]0s [e eisoddo g eu2]29 ETap a1emao]s anted e] 
o1juoo epruue 1s ‘(geFI 0Je1Seaed) cuafSouisdi—.n ou 


£-8££01-80-82 S 


EUIIO] È ‘VV BUA]EI BT “BoLI9;s ISEND eposajoru eun 03s 
“onnid cuewIO; ei “nesedas IumMIOp UL aezziùeS1o 
ouOs UOU (6g ‘S13) onzosip ajuod un Ep o]os 21852] 
OUOS 2UI ‘INpisaI GE7 IP E BUS]EO B] a MPISAI 9£ IP 
w EUA]EI ET ‘(WVE+Fe ojelfesed ‘eurquio) e[jop cn 
-}è 0318 [AP STH.] ETIUO]E 2UI) aU0}3YP A wI0.10]9 Fry 
-01-3Yq-0 210]}2AIMN?UI] od ossajduoo Ip ew.10] 
0]}os BUIQUUOI) E[jap x ISSEI IE eampnas CI W Tel 
Ip aUOIZN]OSII BUN LINO BIEUTUII9]AP BIEIS F ‘IMBEOO 1 
euLIO] 249 rulajoId e] ‘euLIgIi L] eIDUSS 2UI 0u35 
“ou1Ig1] [ap 0onmoa]osd o1]8%) Tr 2019 3 ‘(TE ‘S14) ans 
“ues Jap auorzemSto9 efpap eieosto elpap aeuyg edde) 


«uo Jap apndadosd p eSojeue 3 ay ‘SuvIa100g IP 


ruetm euIquIioL e[ap x IdStI IE emIimnars 2] 


tumpnar] uo, two} essa 94) ossa]duroo [ap 3 


‘MIUMIOII ]9p dP3Ss 1] d43]O 0] 
-MN9D0) 19p IUO!SUI]89,] 9Is1paduu AU DETI4N9I18 lp QUIS 
-1UDIIIUL UN 97UM OM iprunb 9 0800) ]9p IUOIZ 
-1U10f DT] ‘CUIQUIO.I) Ip d[099]ot 0.1}jt? 181[0a]o.id 19d 
ovamieui nd ‘o4}[oUr ‘PSsa]s PUIQUIO.I BT ‘PADIZUI 
E] 2UYI ‘EUIQUIOI) B[jPp o}eZZIEIBO ‘001)1[09]01d 08899 
2o1d a.oLia;m un Ip ona$so a ‘riaelim) ‘Pn ‘(aura 
“puSisui ajuoLueoSo[oIsy tIEISOLITp Q IS 0111 UI 2U 
-otzeal gisanb eu ‘euiquuo.nord e] 2]}uo tue )}aJIp aleA 
“ge apue Qnd ‘04711 WU? ‘PUIQUIOI) BT) LINITEIMOOME 
‘PpaIIpui EIA UI ‘1809 2 eurquo.oId elpp auorzean 
AU] (EUIQUIoI) ETpep viezzITeIto oni]oo]oid auonsaSIp 
eun ep eleanie 2 ‘euiquuo.nold e[jap auorzeanie [jeu 
0110SS2992 210]}gj ‘(A) emAnIE euliajasotold ET 
‘auotzeanie odop ayoue 
eotpidijo;so] eueIquiaw Ele HeSa] OUOBUEWILI IIIAUL 
ago ‘nuapuadip-y euturelia IUSSOUNIZ LIE {Sep 920s 
“L1aJgIp euIquio.) e] ‘elsa Ip ojund c)sanb eq ‘oonews 
«eld ousS0utI qu [I A TCAN]E pe alepue Ip a]jopua}}awu 
-19d “e2tpidijoJsoJ eueIqUIatu E[jep BimsLi au 2UI eUIG 
-W0.1) E] e 191] ‘OUOrZeAnIE ens ejap ojuawIoUI Jau “eu 
“1quIo.I]oI1d e]jap aeumuIa}-N 0]}UawISas JPP QUOISSIOS 
-9/] (eutquo od e] 13d 114€ (314) aurazo.1d a;sanb tp 
‘tUSofotuo ajuawue;je ‘IeUIuI3):-N MUSwISas HU DNU 
-31U09 MIegui owos “XY 3 XI ‘IA LontI a eutquionord 
go10 ‘Muapuadip-Y CUTTUENA ruasowunz IfSap cunoseto U 
quasaid ey mpisaI 21-01 I ‘201220ud a3sanb 19 300 
13uvSa] 118 1 cuDwLIOf “nj9 1p 1210f nd Oo 09 IP 
17U0]AYI QUOS YI DD) 1794910] IUIIVI 3] ‘QIUIUUZZUIPIAT 
‘eun autajod assals afpep engisa erponb è onadsia 
enopri oxow aueiquiawi 3] ateSa] Ip emoedeo em 
OUEIISOLI Y BUILUEMA IP EZUAIEI UI ITELITUE Ep HeA 
-golI PX aJ0NV] 3 BUIQuIONOI] ‘.,29 Muod ep eueIq 
‘tura erge azezosue mMyesur ouos autalo1d a]sanb ‘21/9 
-1pidyofsof auviquiaui 3770 "X 310110f 139 0 VUIQUIOLI 


(6021 


Hr ___—____i 


FE 0pondoI = 8£5t 


1260 Capitolo 34 


SITTER eZ 


(713) 714) 1715] 1716] 


desi eapiteto PI 1 L@è“]]]@e|e=—=;-_—_.È.l_.eAlerl.:(.. 


due proteine, infatti, erano un tempo attribuite alla 
stessa molecola. 


\os 


L’emofilia è il risultato 
di deficienze di fattori di coagulazione 


713] Il fattore antiemofilico è stato scoperto proprio 
perché è assente in individui portatori del più comu- 
ne disordine della coagulazione: l’emofilia A, un de- 
ficit ereditario la cui trasmissione è legata al cromo- 
soma X (colpisce circa 1 ogni 10 000 maschi). Parec- 
chi tra i fattori della coagulazione sono stati caratte- 
rizzati attraverso la diagnosi della loro carenza in 
vari disordini della coagulazione (l’esistenza del fat- 
tore di Christmas è stata definita studiando appunto 
la sua assenza in Stephen Christmas, un emofilico 
la cui patologia, l’emofilia B, è la seconda più comu- 
ne forma di emofilia). 

Gli emofilici possono perdere grosse quantità di san- 
gue anche dalla più piccola ferita, e frequentemente 
soffrono di emorragie senza causa apparente. I sinto- 
mi della loro malattia possono tuttavia essere allevia- 
ti dalla somministrazione endovenosa del fattore ca- 
rente. In passato, questo trattamento era dispendioso 
e non privo di rischi, poiché per ottenere dosi tera- 
peutiche di molti fattori della coagulazione doveva- 
no essere frazionate grosse quantità di sangue. Gli 
emofilici erano quindi regolarmente soggetti a sva- 
riate patologie virali veicolate dal sangue, epatite e 
AIDS incluse. Queste difficoltà sono state ora in gran 
parte eliminate dalla produzione dell’opportuno fat- 
tore della coagulazione mediante la tecnologia del 
x DNA ricombinante. 


D. La via estrinseca 


[z14] La via estrinseca (Fig. 34.1), il braccio alterna-. 


tivo della cascata della coagulazione, inizia con la 
proteolisi della proconvertina (VII), un processo che 
può essere catalizzato tanto dal fattore di Hageman 
attivato (XII) quanto dalla trombina. La proconver- 
tina attivata, a sua volta, media l’attivazione del fat- 
tore X con un processo che si presenta analogo a 
quello dell’attivazione della protrombina (paragrafo 
34.1B): esso è infatti 16000 volte più veloce in pre- 
senza di membrane fosfolipidiche, di Ca?* e di un 
fattore accessorio chiamato fattore tissutale A). 
Anche la proconvertina intatta può catalizzare l’at- 
tivazione del fattore X, ma ad un ritmo pari a solo 
il 2% di quello della proconvertina attivata. Appa- 
rentemente, questo ritmo è così lento che, in assen- 
za di fattore tissutale, la proconvertina non attivata 
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non è in grado di dare inizio in vivo alla formazione 
del coagulo. 

Il fattore tissutale è una glicoproteina integrale di 
membrana presente in molti tessuti e particolarmente 
abbondante in cervello, polmone, pareti dei vasi san- 
guigni e placenta. Di conseguenza, un trauma che 
metta in contatto il sangue con un tessuto avvia mol- 
to rapidamente la via estrinseca. L'aggiunta, infatti, 
del fattore tissutale al sistema della via estrinseca pro- 
voca la formazione del coagulo in circa 12 secondi, 
mentre il tempo richiesto dal sistema della via in- 
trinseca richiede parecchi minuti. Queste osservazioni 
potrebbero suggerire che la via intrinseca abbia nor- 
malmente scarso significato; tuttavia la gravità del- 
l’emofilia risultante da deficit di fattori della via in- 
trinseca puntualizza chiaramente l’importanza della 
via intrinseca nel processo di coagulazione del san- 
gue. Ovviamente, le due vie non sono veramente in- 
dipendenti, visto che sono accoppiate in un certo nu- 
mero di reazioni (Fig. 34.1). 


E. Il controllo della coagulazione 


[15] La cascata a molti livelli del sistema di coagu- 
lazione del sangue permette una enorme amplifica- 
zione dei suoi segnali di partenza. Scendendo lungo 
la via estrinseca, per esempio, vediamo come pro- 
convertina (VII), fattore di Stuart (X), protrombina 
e fibrinogeno si trovino nel plasma in concentrazio- 
ni di <1, 8, 150 e fino a 4000 ug- ml”! rispettiva- 
mente. Il sistema di coagulazione deve essere inoltre 
regolato molto strettamente, visto che anche un solo 
coagulo inappropriato può avere conseguenze fatali. 
I trombi sono infatti la causa principale di colpo apo- 
plettico e attacco cardiaco, le due principali cause di 
morte nei paesi sviluppati. 


Numerosi fattori limitano la crescita del coagulo, 


716] Esistono numerosi meccanismi fisiologici che li- 
mitano la formazione del coagulo. Abbiamo visto che 
ci sono parecchie interazioni tra i vari fattori in gra- 
do di inibire la coagulazione (Fig. 34.1). La diluizione 
nel torrente circolatorio dei fattori attivati costitui 
sce un freno alla coagulazione, così come la loro se- 
lettiva rimozione da parte del fegato. In più, il pla- 
sma contiene parecchi inibitori di serina proteasi la 
cui presenza impedisce al coagulo di diffondersi ol. 
tre le immediate vicinanze di un trauma. 

L’antitrombina (58 kD), per esempio, inibisce tutte 
le proteasi attive del sistema coagulatorio, tranne 
VII, legandole 1:1 in uno stretto complesso (analo- 
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gamente a quanto avviene per BPTI con la tripsina; 
paragrafo 14.3D). 

La presenza di eparina, un glicosamminoglicano sol- 
fato (paragrafo 10.2E), aumenta l’attività dell’antitrom- 
bina di parecchie centinaia di volte. L’eparina è pre- 
sente quasi esclusivamente nei granuli intracellulari 
dei mastociti che ricoprono certi vasi sanguigni. Il 
suo rilascio, che avviene presumibilmente in conse- 
guenza di un trauma, attiva l’antitrombina impeden- 
do così una crescita incontrollata del coagulo. 

La proteina C è un’altra proteina plasmatica che 

limita la coagulazione. Questo zimogeno, di 62 kD 
contenente residui Gla, è attivato dalla trombina che 
lo rende in grado di inattivare proteoliticamente 
proaccelerina (V) e fattore antiemofilico (VIII). La pro- 
teina C attivata attacca le forme attivate di questi fat- 
tori accessori con maggiore efficacia di quanto faccia 
con le loro forme non attive. 
L’importanza della proteina C è messa in evidenza 
dall’osservazione che gli individui in cui è assente 
spesso muoiono durante l’infanzia per massive com- 
plicazioni trombotiche. 

Nonostante quanto detto fino ad ora, il processo 
di coagulazione in vitro non è autolimitante. Questa 
osservazione, che suggerisce l’esistenza in vivo an- 
che di altri fattori limitanti la crescita del coagulo, 
ha portato alla scoperta della trombomodulina, una 
glicoproteina di 74 kD che sporge dalle membrane 
cellulari dell’endotelio vascolare (rivestimento inter- 
no). La trombomodulina lega specificamente la trom- 
bina in modo da convertirla in una forma dotata di 
una minore capacità di catalizzare la formazione del 
coagulo ma di una maggiore (> 1000 volte) capacità 
di attivare la proteina C. 

Il controllo della coagulazione è uno tra i maggiori 

problemi medici. L’eparina, l’anticoagulante più co- 
munemente usato, viene somministrata prima e do- 
po interventi chirurgici per ritardare la formazione 
del coagulo. Per il controllo a lungo termine dell’e- 
mostasi si usa spesso il dicumarolo. Nel progetto di 
un cuore artificiale l'eliminazione di coaguli indotti 
meccanicamente rimane il più grosso tra i problemi 
non risolti (la costruzione di una pompa adeguata 
è un compito relativamente semplice). 
La prevenzione della coagulazione del sangue è an- 
che la preoccupazione fondamentale di organismi che 
si nutrono di sangue. La sanguisuga Hirudo medici- 
nalis, per esempio, risolve questo problema produ- 
cendo irudina, una proteina di 65 residui, nella sali- 
va. L’irudina, il più potente anticoagulante naturale 
conosciuto, lega specificamente la trombina in modo 
da inattivarla. Di conseguenza un morso di sangui- 
suga, nonostante sia una ferita di lieve entità, san- 
guina copiosamente. 


F. La lisi del coagulo 


717]1 coaguli sono solo rattoppi provvisori, che de- 
vono essere eliminati con il progredire della rimar- 
ginazione della ferita. È inoltre indispensabile l’eli- 
minazione di un coagulo che si sia inopportunamen- 
te formato o liberato, correndo libero nel torrente 
circolatorio. La fibrina è la molecola che è «designa- 
ta» per essere facilmente frammentata in un proces- 
so chiamato fibrinolisi. L'agente demolitore è una 
serina proteasi plasmatica chiamata plasmina, un en- 
zima che digerisce specificamente il segmento a tri- 
pla elica della fibrina, tagliandone via le protuberan- 
ze di catena a legate covalentemente (Fig. 34.5). La 
struttura a maglie piuttosto larghe di un coagulo (Fig. 
34.2) dà alla plasmina un accesso relativamente libe- 
ro alle molecole polimerizzate di fibrina, facilitando 
in questo modo la lisi del coagulo. 

La plasmina si forma per proteolisi dallo zimogeno 
plasminogeno, una proteina di 86 kD omologa agli 
zimogeni della cascata della coagulazione. Ci sono nu- 
merose serina proteasi in grado di attivare il plasmi- 
nogeno; tra esse sono da evidenziare l’enzima uro- 
chinasi, 54 kD, sintetizzato dal rene e presente, co- 
me dice il nome, nelle urine, e il suo omologo atti- 
vatore tissutale del plasminogeno (t-PA), di 70 
kD, presente nei tessuti vascolari. Inoltre il fattore 
di Hageman attivato, in presenza di precallicreina 
e HMK (il sistema di attivazione da contatto), attiva 
il plasminogeno. Il significato fisiologico dell’attiva- 
zione da contatto del sistema fibrinolitico non è stato 
però ancora determinato. L’esperienza inoltre ci sug- 
gerisce che il sistema fibrinolitico non può essere sem- 
plicemente costituito da uno zimogeno e dai suoi at- 
tivatori. Esso infatti comprende anche svariati inibi- 
tori, tra cui il principale è la @z-antiplasmina, una 
glicoproteina di 70 kD che forma un complesso equi- 
molare irreversibile con la piasmina, impedendone 
il legame con la fibrina. La ay-antiplasmina si lega 
covalentemente alle catene a della fibrina per azione 
di FSF attivato (XIIL, l'enzima che lega le molecole 
di fibrina), rendendo quindi i coaguli «duri» meno 
suscettibili dei «morbidi» alla fibrinolisi. L’importan- 
za di questa serina proteasi (che inibisce anche la 
chimotripsina) come inibitore è sottolineata dall’os- 
servazione che individui omozigoti per un difetto di 
az-antiplasmina mostrano una marcata tendenza al- 
l'emorragia. 

Gli attivatori del plasminogeno stanno ricevendo 
notevole attenzione in campo medico per la loro po- 
tenziale capacità di dissolvere i trombi responsabili 
di attacchi cardiaci e colpi apoplettici. La strepto- 
chinasi, una proteina di 46 kD prodotta dagli strep- 
tococchi, si è mostrata molto promettente sotto que- 
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scritti da una serie di geni strettamente legati chia- 
mata MHC; paragrafo 34.2E). MHC è estremamente 
polimorfico (cioè ha numerosi alleli), a tal punto che 
è altamente improbabile che due individui, non pa- 
renti, della stessa specie abbiano l’identica serie di 
proteine MHC. Le proteine MHC sono, di conseguen- 
za, marcatori di individualità. 

Le proteine MHC di classe I sono esibite sulla 
superficie di quasi tutte le cellule nucleate dei verte- 
brati. I macrofagi che presentano proteine MHC di 
classe I sono riconosciuti dalle cellule T citotossi- 
che immature tramite proteine di superficie note co- 
me recettori del linfocita T. Per legare, però, il ma- 
crofago che presenta l’antigene, questi recettori devo- 
no vedere specificamente l’antigene come complesso 
assieme a una proteina MHC di classe I (4a); nessuna 
di queste due molecole da sola è sufficiente. Allo stesso 
modo, i macrofagi che presentano frammenti anti- 
genici complessati con proteine MHC di classe II 
si legano a cellule T «helper» (Ty) immature che 
portino il recettore corrispondente (4b). Questo ela- 
borato sistema di riconoscimento focalizza, come ve- 
dremo, l’attenzione delle cellule 7 sulla superficie cel- 
lulare, impedendo così che le risorse del sistema im- 
munitario cellulare vengano inutilmente sperperate 
su obiettivi non cellulari. 

[a7z1) Le cellule T che legano il complesso antigene- 
proteina MHC presentato du un macrofago sono in- 
dotte a espandersi: un processo questo chiamato se- 
lezione clonale e riconosciuto per la prima volta 
negli anni ’50 da Niels Kaj Jerne, Macfarlane Burnet, 
Joshua Lederberg e David Talmadge. Conseguente- 
mente, solo quelle cellule T che riconoscono l’antigene 
intruso vengono prodotte in gran copia. Questa sele- 
zione clonale è possibile grazie alla capacità del ma- 
crofago legato alla cellula T di rilasciare un fattore 
di crescita polipeptidico, chiamato interleuchina-1 
(5a, 5b), che stimola specificamente la proliferazione 
e il differenziamento dei linfociti T (6a, 6b). Questo 


processo è amplificato dalla secrezione autostimola- 


toria di interleuchina-2 da parte delle cellule T. I 
linfociti T producono il recettore per l’interleu- 
china solo per il tempo che rimangono legati a un 
macrofago (7a, 7b); viene così impedita la prolifera- 
zione illimitata delle cellule T. Ciò nonostante, a par- 
tire da pochi giorni dopo il primo incontro con l’an- 
tigene viene generato un buon numero di cellule T 
citotossiche mature (8a), i cui recettori sono specifi- 
camente puntati verso cellule che esibiscono sia l’an- 
tigene estraneo che proteine MHC di classe I. I linfo- 
citi T citotossici, chiamati anche cellule T «killer», 
sono degni del loro nome: essi si legano alle cellule 
che presentano l’antigene (9) e rilasciano, nel punto 
di contatto, la perforina, una proteina di 70 kD che 
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lisa queste cellule bersaglio (10) aggregandosi in mo- 
do da formare pori nella loro membrana citoplasma- 
tica (paragrafo 34.2F). 

Il sistema immunitario cellulare opera principalmen- 
te per prevenire la diffusione di una infezione virale 
uccidendo le cellule infettate dal virus (le proteine del 
rivestimento virale sono generalmente esposte sulla 
superficie di una cellula animale durante gli stadi 
tardivi della sua infezione virale; paragrafo 32.4A). 
Esso è anche efficace contro infezioni da funghi, da 
parassiti e contro certi tipi di cancro. La funzione 
vitale del sistema immunitario cellulare è infatti ve- 
nuta dolorosamente alla ribalta in anni recenti attra- 
verso la tragica diffusione della sindrome da im- 
munodeficienza acquisita (AIDS), il cui agente 
causale, il virus dell’immunodeficienza umana 
(HIV), agisce specificamente attaccando le cellule T 
«helper». Il sistema immunitario cellulare è anche re- 
sponsabile di alcuni problemi suscitati dalla moder- 
na medicina e non presenti in natura quali il rigetto 
di tessuti e organi trapiantati da donatori diversi. La 
medicina dei trapianti, che sono riconosciuti come 
estranei perché quasi sempre presentano molecole 
MKC diverse da quelle del ricevente, è stata resa pos- 
sibile solo dallo sviluppo di farmaci, conosciuti come 
immunosoppressori, che sopprimono la risposta im- 
munitaria (non però al punto di lasciare l'organismo 
senza difesa contro agenti patogeni). 


Il sistema immunitario umorale 


munoglobuline che proteine MHC di classe Il (4c). Se 
una cellula B incontra un antigene che si lega alla 
sua particolare immunoglobulina, internalizza il com- 
plesso (12), digerisce parzialmente l’antigene (13) e 
ne espone i frammenti sulla propria superficie sotto 
forma di complesso con proteine MHC di classe II 
(14). Cellule T «helper» mature (8b) dotate di recettori 
specifici per questo complesso si legano al linfocita 
B (15), rilasciando in risposta interleuchine che sti- 
molano proliferazione e differenziamento delle cel- 
lule B (16). Le divisioni cellulari proseguono per tutta 
la durata della stimolazione delle cellule B da parte 
dei linfociti T «helper» (17) che, a sua volta, dipende 
dalla continua presenza di antigene (1b-8b). La mag- 
gior parte della progenie delle cellule B è costituita 
da plasmacellule (18), che sono specializzate nella 
secrezione di grosse quantità di anticorpo antigene- 
specifico. Gli anticorpi si legano all’antigene disponi- 
bile (19), costituendo un segnale per la sua distruzio- 
ne sia mediante fagocitosi (ingestione da parte di 
globuli bianchi chiamati fagociti) sia mediante atti- 


[1722] Le cellule B portano sulla loro superficie sia im- 
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Figura 34.14 La risposta immunitaria primaria e secondaria: la veloci- 
tà di comparsa degli anticorpi nel plasma dopo immunizzazione pri- 
maria (1°) al giorno 0 con l’antigene A e immunizzazione secondaria 
(2°) al giorno 28 con gli antigeni A e B. L'antigene B è incluso nel- 
l’immunizzazione secondaria per dimostrare la specificità della me- 
moria immunologica per l’antigene A. Notate come la risposta secon- 
daria all’antigene A sia maggiore e più veloce della risposta primaria. 


Le risposte mediate dalle cellule 7 mostrano una simile memoria im- 
munologica. 


vazione del sistema del complemento (una serie 
di proteine che interagendo tra loro lisano le cellule 
e danno il via a reazioni infiammatorie locali; para- 
grafo 34.2F). ) 

La maggior parte delle cellule T e B vive solo pochi 
giorni a meno che non ci sia stimolazione da parte 
dell’antigene corrispondente. La proliferazione delle 
cellule B è inoltre limitata dalle loro interazioni con 
le cellule 7 soppressorie (Ts), un'ulteriore catego- 
ria di linfocita 7 con funzione essenzialmente oppo- 
sta a quella delle cellule T «helper». Tuttavia uno de- 
gli elementi caratteristici del sistema immunitario è 
di rendere un animale raramente aggredibile due vol 
te dallo stesso tipo di agente patogeno; la guarigione, 
cioè, da un processo infettivo sostenuto da un dato 
agente patogeno rende un animale immune da quel 
patogeno. Questa cosiddetta risposta immunitaria 
secondaria è mediata da cellule T di memoria (11) 
e da cellule B di memoria (20) dotate di lunga vita 
che, in seguito alla ricomparsa del corrispondente an- 
tigene, magari decadi dopo la sua prima apparizio- 
ne, proliferano in modo molto più rapido e massic- 
cio di quanto sappiano fare cellule T e B «vergini» 
(che non abbiano cioè mai incontrato il rispettivo an- 
tigene), come indicato nella Fig. 34.14. Questa carat- 
teristica del sistema immunitario è nota fin dai tem- 
pi antichi: lo storico greco Tucidide aveva notato, 2400 
anni fa, che un malato poteva essere accudito da co- 
loro che erano già guariti, poiché un uomo non era 
mai attaccato due volte dalla stessa malattia. 
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Il sistema immunitario è auto-tollerante 


[723] Quasi tutte le macromolecole biologiche sono 
antigeniche. Per prevenire l’autodistruzione il siste- 
ma immunitario di un animale deve essere quindi 
in grado di discriminare tra antigeni propri («selfà) 
ed estranei. Questo processo deve essere estremamen- 
te selettivo. Dopo tutto un vertebrato, per esempio, 
ha decine di migliaia di macromolecole diverse, ognu- 
na con molteplici siti antigenici. 

Qual è il meccanismo alla base della auto-tolle- 
ranza immunologica? Il sistema immunitario dei 
mammiferi si attiva più o meno alla nascita. Se un 
antigene estraneo si impianta in un embrione prima 
della nascita, l’animale si dimostrerà successivamen- 
te incapace di sviluppare una risposta immunitaria 
contro quell’antigene. Apparentemente, il sistema im- 
munitario elimina i cloni di cellule B e T che ricono- 
scano antigeni presenti durante il periodo critico in 
cui esso si attiva. Tuttavia, poiché nuovi cloni di lin- 
fociti, ciascuno con caratteristiche antigeniche prati 
camente uniche, si sviluppano durante tutta la vita 
di un animale (paragrafo 34.2C; anticorpi e recettori 
T per l’antigene sono essi stessi antigenici), l’auto- 
tolleranza deve essere un processo continuo. La sede 
di questo processo, dai meccanismi ancora mal defi- 
niti, è stata identificata nel timo dove, sembra, solo 
quelle cellule T vergini che esibiscono recettori che le- 
ghino proteine MHC ma che non abbiano affinità per 
auto-antigeni vengono selezionate e ulteriormente pro- 
pagate. Solo una piccola parte dei linfociti «processa- 
ti» dal timo, infatti, lasciano quest’organo. 

Occasionalmente, il sistema immunitario perde la 
tolleranza verso qualcuno dei suoi auto-antigeni, e 
il risultato è una malattia autoimmune. La mia- 
stenia grave, per esempio, è una malattia autoim- 
mune in cui il paziente produce anticorpi contro i 
recettori per l’acetilcolina dei propri muscoli sche- 
letrici (l’acetilcolina è un neurotrasmettitore che av- 
via la contrazione muscolare; paragrafo 34.4C), il cui 
esito è una progressiva e spesso fatale debolezza mu- 
scolare. Analogamente, individui ammalati di lupus 
eritematoso sistemico, una malattia infiammatoria 
spesso fatale, producono anticorpi contro molti dei 
propri componenti cellulari, comprese alcune pro- 
teine ribonucleari (paragrafo 29.4A). Altre malattie 
autoimmuni comuni sono l’artrite reumatoide, il 
diabete mellito insulino-dipendente (paragrafo 
25.3B) e la sclerosi multipla. 


B. La struttura degli anticorpi 


1724] Le immunoglobuline costituiscono una famiglia 
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1268 Capitolo 34 


Figura 34.17 Un anticorpo divalente può legare il corrispondente an- 
tigene multivalente (in rosso) così da formare un esteso e fitto retico- 
lo. Sebbene l'antigene mostrato nella figura venga rappresentato con 
solo due copie di un solo tipo di determinante antigenico, gli antigeni 
più frequenti in natura, un batterio per esempio, hanno molteplici 
copie di parecchi determinanti antigenici diversi. Questi antigeni com- 
plessi sono efficientemente legati da miscele di anticorpi diretti con- 
tro i loro vari siti antigenici. 


la fagocitosi, l'avviamento del sistema del complemen- 
to, la direzione del trasporto delle immunoglobuline 
ai loro siti di azione. 


Le catene pesanti e le catene leggere delle IgG 
hanno entrambe regioni variabili 
e regioni costanti 


1727] Per caratterizzare una molecola è necessario iso- 
larla in forma ragionevolmente pura. Questo requi- 
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sito pose gli immunologi, in un primo momento, di 
fronte ad un ostacolo apparentemente insormontabi- 
le. L'esposizione di un animale a un particolare anti- 
gene induce la formazione di numerosi cloni di pla- 
smacellule, ognuno in grado di sintetizzare una im- 
munoglobulina leggermente diversa ma in grado di 
legare quello stesso antigene. Gli anticorpi che ne ri- 
sultano sono quindi molto eterogenei. Questo ostaco- 
lo fu eliminato con la dimostrazione, nei primi anni 
’60, che un individuo ammalato di mieloma multi- 
plo, un tipo di cancro che colpisce le plasmacellule, 
sintetizza una enorme quantità di una singola specie 
di immunoglobulina, chiamata proteina mieloma- 
tosa. In alcuni mielomi vengono prodotte catene leg- 
gere in eccesso, che vengono chiamate proteine di 
Bence Jones quando sono escrete nelle urine (pren- 
dono il nome da Henry Bence Jones che le descrisse 
per primo nel 1847). 

La sequenza amminoacidica di svariate proteine di 
Bence Jones diverse, ciascuna delle quali presenta 214 
residui, ha rivelato che le differenze di sequenza tra 
catene leggere sono prevalentemente a carico delle lo- 
ro metà N-terminali. Si dice quindi che le catene leg- 
gere hanno una regione variabile, Vr, che si 
estende dai residui 1 a 108, e una regione costante, 
Cr, che comprende i residui da 109 a 214 (Fig. 
34.15). L’analogo confronto tra catene pesanti mielo- 
matose, che hanno 446 residui, ha rivelato che tutte 
le differenze di sequenza sono confinate tra i residui 
1 e 125. Anche le catene pesanti, quindi, hanno una 
regione variabile, Vy, e una regione costante, Cu (Fig. 
34.15). 3 

Ulteriori comparazioni di sequenza hanno indica- 
to che la regione Cy è costituita da tre segmenti di 
circa 110 residui amminoacidici, Cy1, Cn2, Cu3, 
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Figura 34.18 La comparazione tra le sequenze di numerose immuno- 
globuline indica che i loro segmenti ipervariabili (barre arancione) 
sono responsabili della maggior parte delle variazioni di sequenza 


nelle regioni variabili sia delle catene leggere che delle pesanti. Le 
frecce indicano i siti, su anticorpi anti-DNP, che sono derivatizzati 
dal p-nitrofenildiazonio. 
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omologhi tra loro e a Cr. In realtà, anche le sequen- 
ze dei segmenti costanti e variabili sono correlate, 
sebbene non così strettamente come i membri di que- 
sti tre gruppi sono correlati l’uno con l’altro. Queste 
omologie, unite all’osservazione che ciascuna unità 
omologa è legata da un ponte disolfuro, correttamente 
suggerisce (vedi più avanti) che le 12 unità di omolo- 
gia di una molecola di immunoglobulina si organizzi- 
no ciascuna in un dominio indipendente. Apparente- 
mente, i moderni geni codificanti per le catene leg- 
gera e pesante sono il risultato dell’evoluzione attra- 
verso duplicazioni di un gene primordiale codifican- 
te una proteina di circa 110 residui. 

Le regioni Vr e Vy non sono uniformemente va- 
riabili. La maggior parte delle differenze sono piut- 
tosto concentrate in tre corte sequenze ipervaria- 
bili (Fig. 34.18). Elvin Kabat predisse quindi che le 
sequenze ipervariabili dovessero risiedere nel sito di 
legame con l’antigene delle immunoglobuline e che la 
loro sequenza amminoacidica ne determinasse la spe- 
cificità di legame. ° 

L’ipotesi di Kabat è stata confermata da esperimen- 
ti di marcatura per affinità. Molecole più piccole di 
5 kD sono raramente antigeniche. Tuttavia, quando 
piccoli gruppi organici chiamati apteni, come il 
2,4-dinitrofenile (ONP), sono legati covalentemen- 
te (per mezzo di una reazione del fluoronitrobenze- 
ne con i suoi residui Lys) 
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a una proteina trasportatrice come la sieroalbumina 
bovina e iniettati in un animale, quell’animale pro- 
duce anticorpi che si legano all’aptene anche in as- 
senza della proteina di trasporto. Se l'analogo di DNP 
p-nitrofenildiazonio 


03N NÉ 


p-nitrofenildiazonio 


è messo a contatto con anticorpi anti-DNP, il gruppo 
diazonico altamente reattivo dell’aptene formerà 


legami-diazo con le catene laterali di His, Lvs e Tyr 
in prossimità del sito legante DNP degli anticorpi 
(marcatura per affinità; paragrafo 30.3A). La mag- 
gior parte delle catene laterali così derivatizzate so- 
no infatti membri delle sequenze ipervariabili degli 
anticorpi (Fig. 34.18), indicando quindi che i siti di 
legame antigenico coincidono con i residui ipervaria- 
bili. I segmenti ipervariabili delle immunoglobuline 
sono quindi anche chiamati regioni determinanti 
la complementarietà (CDR). 


Gli anticorpi monoclonali 
sono indispensabili strumenti biomedici 


[1728] Ci si potrebbe aspettare che sia possibile otte- 
nere una popolazione omogenea di immunoglobuli- 
ne, ed in gran copia, semplicemente clonando un sin- 
golo linfocita e raccogliendo le immunoglobuline pro- 
dotte dal clone. Sfortunatamente, i linfociti non cre- 
scono continuamente in coltura. Alla fine degli anni 
?70, tuttavia, Cesar Milstein e Georges Kéhler hanno 
sviluppato una tecnica per immortalizzare tali cloni 
(Fig. 34.19). Si possono ora ottenere anticorpi mo- 
noclonali specifici e virtualmente in quantità illimi- 
tata, per quasi ogni antigene, fondendo cellule di mie- 
loma con linfociti che riconoscono quel dato antigene 
(che sono cioè isolati da un animale immunizzato con 
antigene). Un clone del risultante ibridoma (ibrido- 
mieloma) sintetizza l’immunoglobulina del linfocita 
ma ha acquisito l’immortalità della cellula di mielo- 
ma. Gli anticorpi monoclonali sono diventati indispen- 
sabili strumenti biomedici; essi possono essere usati 
per identificare e isolare quantità estremamente pic- 
cole di quasi ogni sostanza biologica specifica. Per 
esempio, essi hanno reso possibile la ricerca sistema- 
tica di HIV (il virus dell'AIDS) nel sangue, tutelando 
la qualità del sangue usato per trasfusioni. 


Alternative agli anticorpi monoclonali 


[1729] Nei normali anticorpi i domini Vy e Vi si uni- 
scono in modo che le loro anse ipervariabili formino 
il sito di legame con l’antigene (Fig. 34.15). Sorpren- 
dentemente, però, i domini Vy isolati legano gli an- 
tigeni in modo quasi altrettanto efficiente rispetto agli 
anticorpi intatti. I domini Vy capaci di legare anti- 
geni specifici possono essere preparati utilizzando la 
tecnica della PCR (paragrafo 28.8D) per generare dal 
DNA della milza di topi immunizzati con gli antige- 
ni di interesse una genoteca di geni Vy, facendo 
esprimere poi i suddetti geni da E. coli, e selezionan- 
do le colonie di E. coli che sintetizzino proteine in 


ajigelden OIUILIOG } 


.. 8IUCISOO OIUILUOG 


‘(0j[e18) cInjjosip aruod un ep neSa] Vu 
“OLE 32921j) 0jajjesednue quawep 


-ue pe g mai]Boj 21) Ip a (n/q 32294) 
0jajjesedijue quuawepue pe g ma:B0) 
oImpenb ip oD1puijio YDIMpues un :3U 
-iingo|Sounwwi 3jjap 021d1) oquawe 
-aicy | OUOLUNSSE 2JUEISOI 3 ajIGRIEA 
IUILUOP | IQUENUZ “ESOJELIO|aILi BUI] 
-o1d eun ip 213882] eua]eD eun ip eje8 
-aidii auoIzeInBHuo> e] LZ'p£ eandi4 


-a]ouI elfap alogpiadns erfop ‘ay 00L IP BampUI. Je eZ 
“zardure rp ‘ae[oSatai ewI0] è ‘uapuadipui ruorziod 
e esa] is qei nuowrwei] nMsand rp cunuso ‘MAH IP 
EUIIZOSI[-HUE ITEUO[POUowWI ITIOIHUE ISIAAIP EP IMNEALISP 
QRI HUOUIWIEI} a (AAFTH) CUIes Ip onon Ip aumqje] 
“Top ewIZOSI] 21) ISS9]dui09 3.1) Ip x ISStI 1 eumuna)s 
EI EINIOSAP elels a femenmi ‘aluava1 Ig ‘aWesa] Ip 
o}1s ajuapuodsizioo ji ajuawirerzied o[os ardwari au 
-a1de un syoIod odioconue-auaS nur Issa]duIoo Ip Ma} 
“Jodun Ipapowr cuos odioonuesuode issagduoo 1 
«_[OW- {N 99 è ou cz Ip aweSe] Ip arfisua è ap 
-UOdsI1109 3 Npx-OT ® }_01 EP PA aUYI ‘AUOIZEIDOSSIP 
Ip Huelsoo Ip eurweS essals E] OUDOSIQISA O}2I]SQus 
“ewtzua pa auside-susSnue Issalduioo 1 ‘a [ou] ‘aToIu 
-01 ruotzea]UI a ouaSopi rueS:] ‘AYPIQOJOIPI IUOIZEI 
-2]u1 ‘Stee,/M J9p UA Ip IMSA] OUOS]OAUIOI FUOIZEII 
-osse Ip idn 1 Iquiezua (775 ‘S13) 01e1]squns-etuIzua 
Issa[duroo te ‘ojuawrajuapuardios uou ‘ouerfSTUIOSSE 
odioonue-sus1de 1ssa]duroo I ‘(z7:4E ‘SII ‘YCD) INIqUIA 
-vausdi 13uauSa2s 188 10p ‘0119pasd 21093 ‘ar0uiof ou 
-0s 13a10d ans 9 a Ha 271 VUUN 2]]9P DIPIODOUNUWUIV 
vzuanbas vp cuopuadip 090s 01sanb 19 vuLIOS DI 
a guolsuaLP DT ‘(STE (513) HA 3a 7A BHUN ans 3] 
eJ1 09]os un ui ‘qei suorSa1 ruSo tp ejund elms ea 
-0.1) IS eutmqo]founwrun eun Ip suasSnuE.] u0I aweSa] 
ID ONS TI SUO EI]SOWUTP eso]jewIofattI eut2)o1d-3ua)de 
Issajduioo IsoldatumU IP _X ISSEeI Ie emmpynals ET 
‘aso]e Wo] 
“au autazo1d 1repoonied e Is1eSa] 1p opesS ur tuajde n 
-BOLMUApI His ouos Nualazzip Nsodwoo Njowl opuez 
-zipeue ‘emennimg ‘ojousi onpesad ‘suaStHue un pe 
eisodsui ur cjeIaNIo1d ouenaAe ‘auIisLIo UI ‘as.103 SUI 
3so.139UI ami[ao IP onopord pi ouos ‘autmqogsounwi 
“UN S][Sp eIMImI]s E[{ns IUOIZETUIOFUI 331SOU 2|jPp al 
-jowi cueseg IS mo ns ‘aso}eWio[aIu aura;o1d 37 [TE21] 


rnuapuodsrzioo ruaSgue 1Se rrepuowraduro> cuos 
aussnue,j uo) swueSa] IP DIS I 


ka 


ijiqguenJadi 
asuvy 


‘93 3 QEI [UOISAI1 2] P.I} IUOIZEI9]UI 3] DIE] 
-NpouI E essa, DUE 35SINQUI}UoI ripumb a zH9 3 159 
erSojowo Ip wirun | 21) ejepyes 3 autmqo;Founwwi 
aTT9P OILIPIOGIEI IP E[0D3]OLI ET ‘OLIO)EUIQUIOI 0}S 
ons ji a suasnue | e. a[ewuT}}o O1)SEDuI UN Opuaz}zzui 
-1ad auaSHue.] uoo awesa] 1 engioe: uo iqrunsasd 
elmigissa]] ens e] ‘ruaSnue Ip elallea SuUIIOU EUN è 3] 
-TQe]]}epe alassa a13p aUIngo[SounuIwII a[[ap aseq Ip 
eIMIMI]S E] AUoIOd ‘(L TP ELULIO] è aLI09 eNIIOSIP 073 
cui Is 0eFe ‘Sig ul e}esisoui SEI e] ALII A I21OU ep 
(CT‘#E (SII) DI 3UOISAI EI[e QUI IUOIS3I1 anp aop eu 
“nosero sostun ato 2019 0quawSas fanb ‘euts:o1d erop 
}eI3I1U139 FUOISSI EI}AppIisoo el[au a]}uapina 23u9Ww 


((S3IAEG pine Ep eleuiLusajap X 18821 JP BININNS ‘21M su] 
Scdi194 JO 2INMISu] YDIeSSAY ‘UOS]O INUYNIY IP DUOISSZIUOI jNUST 19d) 
*G1°£ ‘814 ej uO9 Bindi eisanb NUOuod 19 ‘eNsap e ONa!p 3 ‘2Ns 
-iUIS ® EJEIDOSSE essa pe ajuesad EU2IEI E|je 2}uO,} Ip a Ipuinb 213839) 
EUA)EI E] ‘AjeDIUSA 3 E]jOD3|ow ejjap PINaLULUIS Ip asse,] ‘AUDUEIQ 
3aU1| Ep ISsBUU0I OUOS 34 0]uaw:Bas jau nuesad auale> ajjap PI I 
-0]e 18 anuaw ‘auawenimadsii ‘ipiaA a assol 2aUl] Ep ISSAUUOI OUOS 
QPJ BIDSEIQ a|jau ajueIso> a ajigelieA iu018a1 ajjap °9 IE 1}D ‘(NQ 
nund) nuesad auajeo ajjap a (Ipian-njq nund ep ajesipui ouos IDiad 
«Ns Ind 9]) 313892] aU2IEI 3|[ap SUOIZE[DOSSE,|[Pp IEUIJO) ‘I]EIUOZZIIO 
Qe4 IDDEIQ anp 18p eNiuansa ajje NEezzijedo] OUOS auadNUe,| LOD du 
-a| ip 11S | coRezui odioogue Un ip X 18821 ie EININnSs 07'PE eanS14 


£-8£501-80-82 È 


LLEL  240]039)0U1 VIS0)01S1] 


MELL 


-Jejoonaed 2 oro ‘a[ejuawIFasI9}UI EIH[IGISSA]] 3a]0A3)0U 
cun cuezjsowi ‘Y 1S5E1 re ISITEUE U0I 3} Opap a IMynIis 
aI[9p auoIzeTEdtI0I EITEp 3YI IOIWUTYO-ODISI] IPNIS Ep 
EIS 0]}BIISOWIIP 0]E]S a auI09 ‘autmqo[Founwuat 37 
‘1}9I]803 33) 
e g emimas Ip ojuawSas 1uSo a}uerSFayouer) eoIp 
“dadgod esue,un Ip ‘A rutwop 1au ‘ezuasaid e] 1od 
ajuawedmuLid ) rUTTIOP rep OUCISIIZIHIP A TUTWIOP ] 
‘174 ‘S13) oImpposip awreSa] un ep niun “Topesednue 
g miao; ip fomnenb ip oun a 21) ip oun “ddns 
anp ep 0)soduioo o1purio un ‘aurfnqo;Sounurwr a] 
-Jap ereSordri eM]}N.1}S VIIISI1IFIOIVI VSSIIS D] 37IMI 
cuuDy 2uNmqo;Sounwiui 2])3p vIS0] oo 1p VNUN AT 
(STE SUI 
‘qua ruo1Sa1) 199VIq anp Lap oumosero Jod anp a (94 au 
-01821) A erpap ogquieS pi ouewIIO] 3YI anp ‘Liemaqo]s 
2[O99[OWI 19S IP SUOMUN,[{AP O}LIMSLI [I A UI0D VILISP 
“18009 aJassa and e[oda]owi eI9JUT,] YI 1809 ‘eoIpridad 
“od eU2]tI ese, UN IP CIUTMIOP UM UOI O}LIWOSSE 2) 
-U9Ure]}}a1]S 3 IUILUOp Ie} ip ounuSo ‘(077€ (813) NEI 
-edas rumuop cuewIIO] elfo]owuo ip eun Ino a] ‘ajeu 
-01Z2}OI VII}IUULUIS PUN BIISOLI 2A] E]ODO]OwI ET 1I}]E 
now 3 NEfog 0)19GOY “1aqQuH ]12qOY ‘Uospuowpg Ue] 
‘Ty ‘sameg piaeg ep eimiasa ‘asojeto[aru aut9zo1d 
2Ja]ui tp 3 ‘03 2 QUI MQUIUIWUE.I] 9p eIn]}majs E[[op 
Y 18Sea re Isipeue [[ep ejesivaId a ejeua;uoo ejeis a 
augnqo]Sounwwi app eisodold eimpna;s et [0EzI] 


ofojrue opow ur 2}eSardir cuos 
aurnqo;Sounuu a][ap eiso]owro rp eun 37 


‘oonnad 
-e.19] aJo]eA Ip rueum Id100HUuEe Ip 2U0Izn1]s09 Eljau 
un Issezisoup 01aqgaziod FA IPeuopoUoWI TUTI 
“op 1 ‘ieuoppouowi rdiconue Sap «osezziuetIn» pe 
ane ayoIuoa) azeddnyias a)2)S OUOS FYPIOT ‘(TULINTI I] 
“tanb ouconpord 18 au109 1809 TUEUIM IeuojpouoUI 1d.105 
“gue asessuof ‘ajuawemieu ‘opgqenzeui 2 pa) FULI 
-nu1 autjosd a:;sanb 0.1}u07 ele nunUIUMI ejsodsri eum 
eddnquas owron ] ayoIad cwron au tonnadesa) Huase 
2UI0I INEII]ja OUOS UOÙ IeuopoUoLI Idioo ue HD 
“gloidord a}esorsru uo HA rutWIOP Tp 2UINSII 
-auSaSu1 ayouss) od alInpord aprgissod quad alassa 
aqgazaog YA 0 *A TUTWIOP Tep 2}1ado5 cuos EULIOU 
Ip ayI a ajsodsa Issa Ul aUPIGOJOIPI JoIjIadns Top 
ezuanSasuoo ut auawuigegoid “«IsooIooidde» 3}ua3w1 
“eAne]aI cuos Issa aUI a FA rurwop nsanb 1p oI1S5%1 
“ueas our) ‘o9Isivads opowi ur auaSnue | a resa] Ip ped 
“29 euopouowi HA TUTWIOP T9p ‘(6T'3£ ‘S13) Teuo]pou 
“ou idi0omue tp auorznpord e] 1od arressao3u aJem] 
“189 e.m3[00 Ip aYITUI3] assafduioo US UIESTUD2) 3 3YS 
“UM] effe asosIoo1I ezuas a TuI0I8 Ipod ui ‘Merauss 
alossa Ipumb ouossog ‘muaSmue 15 asesa1 IP pes 


£-8£501-80-88 © 


‘EJEJapis 
-3p a|euojpouowi oduo>nue Ip eINuenbd èj asezziza]uis e ou ‘odo) jau 
aJOLUMI BLUOD BUI PIN}OD Ul BIS ‘EIElILUI]]I PINUEND Ul QIUALU[ENZIA 
0In19sa19 aJassa Qnd auoj> Uonq UN “X-Mue idioonue ip auoiznpoud 
E| Jad a]ezzijeue a ajeuoj> Ipuinb ouos apiigi ajnjja3 2joBuis ‘ouei 
-331j01d ‘ELUO[aItu Ip a|njj39 3]jSP EH|EMOLWLuI,] a NIDO}UI] 19P LYIdOH.I 
QUUEL 2UI ‘apligi 3[njja> 3| ELI ‘PIM)[oD UI 0UOISI/9 UOU ‘LYdDH 
OUUE} YI ‘INIDOJUI] 1 ‘1V}H OUS1I9) UL 31895219 QNA UOU _ LNdDH 
EWO]SILU ip Bjnjj32 Ej :(ILUOpiiQI) asnj ajnjj32 a] EUOIZA]as O}USWIE}EI} 
01sand) ‘1VH 0Ua18) ui eISOd aualA eIjnsis au ay5 auoizesedald E| a 
‘XY O1}UO9I O]EZZIUNWILUI OdO) UN Ip ezjiui ejjep NEALap NIDOJUI] LOI 
asnj OUOBU3A _ LYdJDH BWOjSILU Ip a|Njjd3 37 ‘1VH 02118) |EP 2| 
-iquuodsip 2 342 ‘euiWiI) a ‘0183E}eAjes Ip PIA 2| OslaneIne auezzeiduli 
ouossod UOU _ 1YdNH 3jnjja3 aj 2UD ‘auund Ip O10U ap IS3]UIS E| 
e290]q eulla]dorawIe,] ‘(0797 0je1Be1ed ‘dW9 2 dNy Ip asosinza:d 
‘d\NI IP BUOIZELLIO) e| EZZI]eIe5 ay> aulind ajjap 018Se}enjes ip ewiIZUa 
UN ‘1Yd9H) ISBISISUEI) |ISOGI1OJSO} euluenS-eunuexodi Ip MUaJe> ‘33 
“tini 8aUl| Ip eiDSsaI5 e| a9sipadui ‘eujwi) a (gt'97 o;esSesed ‘Mejoy 
rap asoligiui un ‘01exan0]aw) eua]dolae ‘(aunpuexodAy) eunuexodi 
3UANUOI 3YDIAd OIEWEIYI 1509 ‘LVH OU2449) |] ‘X ‘auaBnue UN ONUO5 
I|euo|povoLU Idi0dHUE ip auoiznpoid e| Jad einpazo1g 6L'y£ eIndi4 


x geuia1o1d Bj 01} U0I 
idioonue ip ezuasald e| sad 
onazzod 1US0 duezzijeuy 


= «- 


nesedes mazzod ul 
8[n[j39 s|OBUIs aj a12A1}|O9 


{5 0uoosas9 


EER IOPUA! 19 
Wii 


ouojonwi 


& &@& asni uou 


ajnjiso 27 


1yH 8]USUS]U0I 
0U9119] UI 8ul8jSe1) ‘ajnjj99 
a] 218puoj 8; 212|0OS9|N 


x 0NU0I idioonue cULEI 
(njq) eziiu eilep nenuap 
odo) ip RIDOJUI IUND]Y 


1VH UI 81995919 

ip JoEedesui 
odo) Ip EuWwo|aiu! 
ip nuemnui ainjj89 


3£ 0]ondvo OLTI 


"SIpurEII SAI III e ie ZA TT 


1272 Capitolo 34 


[1732] 


Figura 34.22 Modello della struttura ai raggi X di sette diverse unità 
Vy sovrapposte sui loro residui strutturali conservati. Lo scheletro C, 
è colorato in grigio chiaro per i residui strutturali (non-CDR), in rosso 
per CDRI, in giallo per CDR2, e in verde per CDR3. Notate come 


le variazioni conformazionali tra queste strutture abbiano sede quasi . 


interamente nei loro CDR. I CDR delle unità V, mostrano variazioni 
analoghe. (Per gentile concessione di Elizabeth Getzoff, Victoria Ro- 
berts, Michael Pique e John Tainer, Research Institute of Scripps Clinic.) 


Figura 34.23 Modello di struttura ai raggi X che mostra il legame 
di un aptene, la fosforilcolina (verde), con il sito che lega l’antigene 
di un frammento Fab. Le catene C, delle subunità VH e VL sono 
rappresentate dai tubi rossi e blu. La superficie della proteina è rosa 
sfumato quando vista dall'esterno e blu chiaro quando vista dall’inter- 
no. Notate la complementarietà precisa tra l’aptene e il suo sito di 
legame. (Per gentile concessione di Arthur Olson, Research Institute 
of Scripps Clinic. Struttura ai raggi X determinata da David Davies.) 
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cola di lisozima in modo tale che le catene laterali 
da essa protrudenti si incastrano precisamente nelle 
depressioni dei corrispondenti anticorpi (Fig. 34.240). 
In ciascuna di queste associazioni tutti e tre i fram- 
menti CDR di Fab partecipano al legame con il lisozi- 
ma. Questi complessi, analogamente a quanto accade 
in altre associazioni proteina-proteina conosciute, s0- 
no cementati da una serie di interazioni, di van der 
Waals, legami salini e legami idrogeno ad alta com- 
plementarietà e quindi in grado di escludere solven- 
ti. In parecchie di queste interazioni, lo scheletro del 
lisozima e le sue catene laterali mantengono delle con- 
formazioni identiche a quelle riscontrabili nel lisozi- 
ma isolato (paragrafo 14.2A) ma, in altre, si manife- 
stano significative variazioni locali di conformazione 
(questa comparazione non può essere estesa ai fram- 
menti Fab leganti il lisozima perché non sono stati 
cristallizzati da soli). 

L’assoluta specificità degli anticorpi anti-lisozima 
per i rispettivi siti antigenici è dimostrata dall’effet- 
to della sostituzione di un singolo amminoacido sulla 
superficie di contatto del lisozima. La costante di dis- 
sociazione della immunoglobulina anti-lisozima di 
HEW chiamata D1.3 è 2,2x 1078M. Le costanti di dis- 
sociazione di questo anticorpo monoclonale con il li- 
sozima di pernice, quaglia della California e di tac- 
chino, quasi identici a quello di gallina, sono però 
tutte >1075m. In tutte queste molecole di lisozima 
il residuo Gln 121, che sporge notevolmente dalla su- 
perficie del lisozima di HEW per infilarsi nel corri 
spondente sito di legame antigenico di Fab (Fig. 
34.24h), è rimpiazzato da His. 

Quali sono le caratteristiche speciali, se ci sono, di 
un epitopo (sito antigenico) a cui si legano gli anti- 
corpi? Tutti gli epitopi dei lisozimi sopradescritti so- 
no formati da 14 o 16 residui esibiti sulla superficie 
di due o più segmenti polipeptidici. Alcuni di questi 
residui mostrano alta mobilità (paragrafo 8.2), ma al- 
tri no. L'osservazione quindi che il nostro campione 
di solo tre complessi anticorpo-lisozima copre circa 
metà della superficie del lisozima suggerisce forte- 
mente che l’intera superficie accessibile di una pro- 
teina è potenzialmente antigenica. 


Il confronto tra la struttura di un anticorpo 
preso singolarmente e visto in complesso 
con il proprio antigene 


732] Anche se è stata descritta la struttura ai raggi 
X di numerosi frammenti Fab sotto forma di com- 
plesso con l’antigene proteico contro cui essi erano 
diretti (Fig. 34.24), in nessuno di questi casi il fram- 
mento Fab era stato cristallizzato di per sé. Di recen- 
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(b) 


te, però, è stata determinata la struttura ai raggi X 
di un Fab generato contro un omologo di 19 residui 
dell’elica C della mioemeritrina (una proteina capa- 
ce di legare l’ossigeno di un verme di mare), sia da 
solo che sotto forma di complesso con il suo antige- 
ne. La conformazione adottata dal peptide legato al 
Fab è molto diversa dalla conformazione che esso as- 
sume nella mioemeritrina (la cui struttura ai raggi 
X era stata determinata in precedenza) e da solo in 
soluzione (come è stato determinato con la tecnica 
dell’NMR). In seguito al legame con l’antigene, il Fab 
mostra solo poche e piccole modificazioni conforma- 
zionali della catena principale e delle laterali che so- 
no per la maggior parte in prossimità del sito che 
lega l’antigene. Queste osservazioni pongono quindi 


Figura 34.24 Lisozima dell'albume d'uovo di 
pollo sotto forma di complesso con anticorpi 
monoclonali derivati contro di esso. (a) Un 
collage di tipo vista esplosa che mostra come 
tre diversi Fab anti-lisozima interagiscono col 
lisozima (a/ centro) nella struttura ai raggi X 
dei rispettivi complessi. Le proteine sono rap- 
presentate dalle loro catene C_, e le superfi- 
ci che interagiscono sono sottolineate dalle 
superfici punteggiate giustapposte. Notate che 
le tre strutture cristalline da cui è stato ricava- 
to questo disegno contengono ciascuna solo 
una specie di Fab; i Fab non cristallizzano 
insieme. (Per gentile concessione di Steven 
Sheriff e David Davies, NIH.) (b) Struttura ai 
raggi X del lisozima dell’albume d'uovo di 
pollo in complesso con il Fab anti-lisozima 
chiamato D1.3 (parte a, in alto a destra). In 
questa rappresentazione, in cui sono riempiti 
gli spazi, la catena L del Fab è gialla, la sua 
catena H è blu, la molecola di lisozima è ver- 
de e il residuo GIn 121 del lisozima è rosso. 
(Fonte: AMIT, A. G., MARIUZZA, R. A., PHILLIPS, 
S. E. V. e POLJAK, R. J., Science, 233, p. 749, 
1986.) 


la questione di come un anticorpo possa legare sia 
un polipeptide che la proteina di cui il polipeptide 


x 


è un componente. 


C. La generazione 
della diversità degli anticorpi 


[1733] Il sistema immunitario ha la capacità di gene- 
rare anticorpi contro quasi tutti gli antigeni che in- 
contra; esso può produrre una varietà virtualmente 
illimitata di siti leganti l’antigene. Qual è l’origine 
di questa enorme diversità? Ci si potrebbe ragione- 
volmente aspettare che l’espressione dei geni delle 
immunoglobuline rispecchi quella di altre proteine, 
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ricombinazione formano la regione ipervariabile della 
catena leggera in prossimità del residuo 96 (CDR3; 
Fig. 34.18). Assumendo che questa flessibilità di ri- 
combinazione aumenti la possibile diversità delle ca- 
tene x di 10 volte, il numero di catene x diverse che 
ci si aspetta sale a 150x5x10=7 500. 
L’imprecisione della giunzione V// spesso determi 
na la perdita casuale di alcuni nucleotidi dalle por- 
zioni terminali dei segmenti V, e J,.. Come conse- 
guenza, fino a due terzi dei prodotti di ricombina- 
zione presentano una cornice di lettura fuori fase a 
valle del punto di ricombinazione, con produzione 
quindi da parte del gene risultante di una proteina 
nonsenso. Queste proteine non sono espresse. Una 
cellula in cui è avvenuto un evento di ricombinazione 
non produttiva tenterà ulteriori riarrangiamenti per 
costituire un gene x tra le sue rimanenti unità L,-Vy 
e J, e se tutti questi falliscono riarrangerà i suoi ge- 
ni \ (vedi più avanti). Questo fenomeno spiega come 
le cellule che esprimono x hanno raramente i loro 
geni X riarrangiati, mentre cellule che. esprimono \ 
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hanno invariabilmente i loro geni x riarrangiati. Il 
meccanismo per cui una cellula è in grado di ricono- 


x 


scere un riarrangiamento produttivo è sconosciuto. 


Le catene leggere \ derivano 
da regioni costanti multiple 


[1736] Le famiglie di geni codificanti le catene leggere 
x e, che hanno sede su cromosomi differenti, hanno 
sistemazioni diverse dei loro segmenti L, V,J e C della 
linea germinale. Il topo ha solo due segmenti L\-Vi, 
ciascuno seguito da un paio di unità /-Cy (Fig. 34.28). 
Il topo quindi mostra una variabilità della catena \ re- 
lativamente bassa se paragonata a quella della catena 
x. Questa è probabilmente la ragione del fatto che il 
95% delle catene leggere murine sono x e solo il 5% 
\. Nell'uomo, al contrario, ci sono molte più unità L\- 
Vi e \-Cx che nel topo; nelle immunoglobuline uma- 
ne le catene x e ) sono approssimativamente rappre- 
sentate in parti eguali. 


Figura 34.28 L'organizzazione della linea germinale della famiglia dei 
geni \ nel topo. /\4 è uno pseudogene. 


DNA della catena pesante nella linea germinale 


Figura 34.29 L'organizzazione e il riarrangiamento della famiglia dei geni 
delle catene pesanti nell'uomo. Questa famiglia di geni consiste di una 
sequenza di circa 250 paia di segmenti genici Ly e Vy seguiti da circa 
10 segmenti D, 6 segmenti /y e 8 segmenti Cu (uno per ogni classe o 
sottoclasse di catena pesante). Durante il differenziamento del linfocita, 


una unità Ly-Vy viene unita per ricombinazione a un segmento Dea 
un segmento /;;. In questo processo al segmento D vengono affiancati 
corti segmenti di sequenza casuale chiamati regioni N. Nella cellula 8 
e nella sua progenie, trascrizione e splicing uniscono le unità Lu-Vu-N- 
D-Ny a uno degli 8 segmenti genici Cu. 
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I geni delle catene pesanti sono assemblati 
da quattro gruppi di segmenti genici 


[737]! geni delle catene pesanti sono assemblati con 
lo stesso meccanismo impiegato dai geni per le catene 
leggere, con in più l’aggiunta di un segmento D (D 
sta per diversità) di circa 13 bp tra i loro segmenti 
Vy e Ju. Nell'uomo, la famiglia dei geni codificanti 
le catene pesanti si trova su un cromosoma diverso 
da quelli delle due famiglie di catene leggere, ed 
è costituito da un gruppo di — 250 diverse unità Ly- 
Vy, da forse 10 segmenti D, da 6 segmenti Ju e da 
8 segmenti Cy, 1 per ciascuna delle 8 tra classi e 
sottoclassi delle immunoglobuline (Fig. 34.29). I seg- 
menti D codificano il nucleo della terza regione iper- 
variabile delle catene pesanti (Fig. 34.18). I segmenti 
Vi, D e Ju nella linea germinale sono fiancheggiati 
da segnali di ricombinazione del tipo eptamero- 
nonamero analoghi a quelli identificati nei geni del- 
le catene leggere (Fig. 34.30). Inoltre, î siti giunzio- 
nali V/D e D/J delle catene pesanti sono soggetti alla 
stessa flessibilità di ricombinazione descritta per i 
siti V/J delle catene leggere. Assumendo che questa 
flessibilità di ricombinazione contribuisca per un fat- 
tore di 100 alla generazione della diversità di una 
catena pesante, la ricombinazione somatica potrà co- 
sì generare circa 250x 10x6x100= 1,5x 108 diverse 
catene pesanti di una data classe. Tenendo quindi 
in considerazione la diversità delle catene x (lascia- 
mo pure perdere quella delle catene À) ci possono 
essere fino a 7500x1,5x105=11 miliardi di diversi 
tipi di immunoglobuline per ciascuna classe, origina- 


‘ ti per ricombinazione somatica da circa 400 diversi 


segmenti genici. 


x 


La mutazione somatica è una ulteriore fonte 
di diversità nella produzione degli anticorpi 


738] Nonostante l’enorme grado di diversità origi- 
nato dalla ricombinazione somatica per la produzio- 
ne degli anticorpi, le immunoglobuline sono soggette 
a un ulteriore livello di variabilità a causa di muta- 
zioni somatiche di due tipi: 


1. Durante l’unione Vy/D e D/Jk possono essere ag- 
giunti o sottratti alcuni nucleotidi dai punti di ri- 
combinazione. I nucleotidi aggiunti, che formano 
la cosiddetta regione N, danno origine ad unità 
NDN lunghe fino a 30 bp che codificano segmenti 
enormemente variabili delle catene pesanti lun- 
ghi da 0 a 10 amminoacidi (Fig. 34.29). David Bal- 
timore ha ipotizzato che le regioni N vengano ge- 
nerate per azione della deossinucleotidil tran- 


ui 


% 


UO ti pa : 


Catena pesante 


Figura 34.30 Sono rappresentati i siti di ricombinazione a stelo ed 
ansa della famiglia dei geni delle catene pesanti in configurazione 
germinale, che mediand'la ricombinazione somatica tra i segmenti 
V,y e D (a sinistra) e tra i segmenti D e /y (a destra). Paragonateli 
ai segnali di ricombinazione dei geni della catena x (Fig. 34.26). Il 
requisito del sistema di ricombinazione di spaziatori di 20/21 e 11/13 
bp impedisce al sistema di saltare il segmento D unendo direttamente 
i segmenti Vy e /W 


sferasi terminale, una DNA polimerasi ad azio- 
ne indipendente da uno stampo presente nei pro- 
genitori delle cellule B, in grado di dare origine 
alle giunzioni dei vari segmenti genici delle cate- 
ne pesanti, ma probabilmente assente in genera- 
zioni successive, quando i segmenti genici delle 
catene leggere sono uniti. 

2. Le regioni variabili di entrambe le catene, pesanti 
e leggere, mostrano un grado di diversità supe- 
riore a quello che ci si aspetterebbe in base alla 
comparazione tra le loro sequenze amminoacidi- 
che e le corrispondenti sequenze della linea ger- 
minale. Queste regioni peraltro mutano a una fre- 
quenza di fino a 1075 sostituzioni di base per nu- 
cleotide per generazione cellulare, una frequenza 
che è per lo meno un milione di volte più alta 
della frequenza di mutazione spontanea in altri 
geni. Le cellule B e/o i loro progenitori sono appa- 
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fatto, entrambi i meccanismi. Per quanto riguarda 
il meccanismo di rimaneggiamento dell'RNA, come 
responsabile del passaggio di classe, non è certo se 
si sia in presenza di un cambiamento di terminazio- 
ne della trascrizione, di poliadenilazione o di spli- 


Figura 34.33 | membri della superfamiglia genica delle immunoglo- 
buline, come (a) il recettore delle cellule 7, (b) le IgM di membrana, 
(©) le proteine MHC di classe | e (d) le proteine MHC di classe Il, 
hanno tutti una struttura a domini simile. Ciascuna di queste proteine 
contiene molteplici unità di omologia con le immunoglobuline (re- 
gioni marrone e viola). Notate che la catena pesante delle IgM ha 
quattro regioni costanti, mentre le IgG ne hanno tre (Fig. 34.15). Altri 
membri della superfamiglia genica delle immunoglobuline compren- 
dono la glicoproteina di superficie CD4 (detta alternativamente T4) 
delle cellule T he/per, e la glicoproteina di superficie CD8 (alternati 
vamente T8) delle cellule 7 citotossiche e soppressorie. Queste pro- 
teine aiutano le cellule che le esibiscono in membrana a riconoscere 
le proteine MHC di classe | e di classe Il su altre cellule (paragrafo 
34.2A), presumibilmente legandosi a regioni non polimorfiche di queste 
proteine MHC (CD4 è anche il recettore di HIV, il virus dell'AIDS, 
il che spiega perché questo virus infetti specificamente le cellule 7 
helper). Evidentemente, i membri della superfamiglia genica delle im- 
munoglobuline sono specializzati per il riconoscimento molecolare 
e non sono limitati al solo sistema immunitario. La proteina chiamata 
N-CAM (molecola di adesione cellulare neuronale), infatti, che con- 
tiene regioni col tipico ripiegamento immunoglobulinico, partecipa 
al riconoscimento cellula-cellula ma non è un componente del siste- 
ma immunitario. 
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cing ma, in ogni caso, il risultato è rappresentato dal- 
la produzione di mRNA per le catene pesanti con 
l’identica regione variabile ma diverse regioni costan- 
ti. La cellula può quindi simultaneamente sintetizza- 
re due o più classi di immunoglobuline con lo stesso 
sito di legame con l’antigene. 

Il meccanismo di rimaneggiamento del DNA come 
responsabile del passaggio di classe richiede la ricom- 
binazione somatica della unità VD/ con la regione 
C di scelta. Durante questo processo, il segmento di 
DNA che si trova tra i due siti viene deleto, così che 
questo processo risulta progressivo ed irreversibile. 
Per esempio, nel processo di ricombinazione neces- 
sario per passare da IgM a IgG1 (Fig. 34.32) una cel- 
lula B perde i suoi segmenti C,, C; e C,, e la sua pro- 
genie non sarà più in grado di sintetizzare IgM, IgD 
o IgG3. Quella progenie, tuttavia, ha ancora la possi- 
bilità di passare alla sintesi di IgG2, IgE e IgA, poi- 
ché quella ricombinazione non tocca i segmenti C.,,, 
C. e Cy. Ciascuno dei segmenti Cu, con l’eccezione 
di C;, è preceduto da una regione S (o di switch) 
che consiste di molteplici e ripetuti piccoli elementi 
complementari (C; è espressa solo tramite rimaneg- 
giamento di RNA). Queste regioni S sono ritenute i 
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segnali di ricombinazioni usati per il passaggio di 
classe. 


D. | recettori 
per l’antigene dei linfociti 7 


742|1 recettori per l’antigene dei linfociti T, come 
abbiamo visto, sono per molti aspetti la controparte 
delle immunoglobuline nel sistema immunitario cel- 
lulare. Come le immunoglobuline, i recettori delle 
cellule T mostrano una enorme specificità nel legare 
l’antigene. I recettori dei linfociti T sono stati però 
molto difficili da caratterizzare poiché sono presenti 
solo come proteine sulla superficie cellulare e come 
tali sono quindi rappresentate in piccola quantità. Essi 
sono stati alla fine isolati nel 1983 mediante l’uso di 
anticorpi monoclonali diretti contro di loro, e carat- 
terizzati attraverso un processo di genetica inversa 
(paragrafo 33.3). 

Il recettore della cellula T consiste ‘di due catene 

polipeptidiche glicosilate, a e 8, che nell'uomo han- 
no un peso molecolare di 50 e 39 kD, rispettivamen- 
te. Ciascuna di queste catene ha un dominio variabi- 
le e uno costante, approssimativamente di eguale di- 
mensione, e un segmento C-terminale transmembra- 
na (Fig. 34.33a). Non è sorprendente, considerando 
le loro funzioni molto simili, che le subunità del re- 
cettore delle cellule T siano omologhe alle subunità 
delle immunoglobuline (Fig. 34.33b) quanto basta a 
far predire che i loro domini variabile e costante deb- 
bano assumere la ripiegatura tipica delle immuno- 
globuline. 
Le famiglie geniche delle subunità a e 6, inoltre, so- 
no organizzate ciascuna in gruppi di regioni V e /J, 
con l'aggiunta di una regione D nella famiglia a. La 
ricombinazione somatica di queste regioni, mediata 
da sequenze di tipo eptamero-nonamero simili a quel- 
le che guidano l’analogo processo per i geni delle im- 
munoglobuline (Figg. 34.26 e 34.30), è alla base della 
generazione della diversità dei recettori delle cellule 
T.L’omologia tra le subunità dei recettori delle cellu- 
le T e le immunoglobuline indica che queste protei- 
ne hanno un progenitore comune. Ciò nonostante le 
famiglie di geni che codificano le catene a e 8 sono 
diverse dalle famiglie dei geni delle immunoglobuli- 
ne e, analogamente, sono situate su cromosomi diffe- 
renti. 


L’identificazione dei geni 
della recombinasi V(D)J 


1743] L'enorme diversità nella specificità di legame 


degli anticorpi e dei recettori per l’antigene dei lin- 
fociti T è in gran parte dovuta ad ùn processo di 
ricombinazione chiamato V(D)J joining (unione di 
VD). Questo processo unisce i geni dei segmenti 
variabili (V), di unione (/) e, quando presenti, di di- 
versità (D) a sette diversi loci genici (ai geni u, x e 
\ tra i geni delle immunoglobuline e ai geni a, 8, 
y e è nel caso del recettore per l’antigene delle cellu- 
le T; le catene y e è formano un secondo tipo di re- 
cettore per l’antigene delle cellule T che è simile a 
quello formato dalle catene a e 8). Il processo della 
giunzione di V(D)/ è strettamente regolato, nel senso 
che si verifica con un dato ordine temporale (Dy, 
cioè, viene unito a Jy prima che Vyg venga unito a 
DyJu) ed in modo aspecifico a seconda della linea cel- 
lulare (i loci del recettore delle cellule T, cioè, non 
sono mai completamente riarrangiati nelle cellule B). 
I segnali di ricombinazione che mediano la giunzio- 
ne V(D)/ (Figg. 34.26 e 34.30), che sono necessari e 
sufficienti a dirigere la ricombinazione, sono conser- 
vati tra i diversi loci e specie che utilizzano questo 
processo e sono funzionalmente intercambiabili. Que- 
st’ultima informazione suggerisce che tutte le rea- 
zioni di giunzione V(D)/ siano catalizzate da una sin- 
gola ricombinasi V(D)J evoluzionisticamente con- 
servata. 

La transfezione di DNA genomico in una linea cel- 
lulare priva di attività di ricombinasi V(D)/ induce 
questa attività in modo stabile. È stata quindi usata 
la tecnologia del DNA ricombinante per identificare 
un gene di attivazione della ricombinazione, 
RAG-1, che codifica, nell'uomo e nel topo rispettiva- 
mente, proteine presumibilmente di 1043 e 1040 re- 
sidui che mostrano sequenze identiche al 90%. RAG-1 
sembra essere parzialmente omologa al recettore per 
i glucocorticoidi, compresi i suoi residui Cys che le- 
gano i metalli (paragrafo 33.3) e sembra quindi esse- 
re, non sorprendentemente, una proteina che lega 
il DNA. Anche se la presenza di RAG-1 promuove 
la ricombinazione V(D)/, lo fa in modo scarsamente 
efficiente. Questa osservazione ha condotto all’iden- 
tificazione di un secondo gene evoluzionisticamente 
conservato, RAG-2, la cui cotransfezione con RAG-1 
determina un aumento di 1000 volte della frequen- 
za di ricombinazione V(D). RAG-2, che sul cromoso- 
ma è adiacente a RAG-1, codifica una proteina presu- 
mibilmente di 527 residui che non è correlata con 
RAG-1 né con alcuna altra proteina di cui sia nota 
la sequenza. Si ritiene quindi che RAG-1 e RAG-2 
codifichino due componenti della ricombinasi V(D) 
che agiscono sinergicamente anche se non è stata an- 
cora scartata l’ipotesi che i prodotti di questi geni 
regolino l’espressione della ricombinasi VID). È da 
sottolineare che non sono sconosciuti dei sistemi di 
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Figura 34.34 La struttura ai raggi X di una proteina MHC di classe 
I umana, HLA-A2. La proteina è stata ottenuta tramite digestione con 
papaina di membrane cellulari derivate da cellule umane coltivate; 
la papaina digerisce la proteina al residuo 271, 13 residui dopo il 
suo segmento transmembrana. (a) Una rappresentazione a nastro del- 
la proteina indicante la relazione tra i suoi domini immunoglobulina- 
simili, B,m e @3 (in basso), e i suoi domini polimorfici @1 e @7 (in 
alto). La proteina è orientata in modo che la membrana citoplasmati- 
ca da cui normalmente sporge sarebbe orizzontale alla base del dise- 
gno. II sito di riconoscimento antigenico della proteina, che si ritiene 
localizzato nel solco tra le eliche a; e @3, sarebbe quindi facilmente 
accessibile dall'esterno della cellula. | legami disolfuro sono rappre- 
sentati dalle sfere gialle unite tra loro. (b) Veduta dall'alto dei domini 
a: € a2, che mostra la superficie che presumibilmente entra in con- 
tatto con il recettore 7 (immagine ruotata di 90° rispetto ad a). | domi- 
ni, ciascuno dei quali è costituito da quattro foglietti 8 antiparalleli 
seguiti da una lunga elica, si appaiano con una pseudo-simmetria 
formando una struttura relativamente piatta formata da otto foglietti 
B antiparalleli fiancheggiati dalle due eliche. Il solco che ne risulta, 
presumibilmente, forma il sito di legame per il frammento antigenico 
di 10-20 residui che la proteina MHC di classe | presenta al recettore 
T. La maggior parte dei residui polimorfici della proteina sono alli- 
neati alla superficie di questo solco, così come molti residui critici 
per il riconoscimento del recettore delle cellule 7. (0) La superficie 
di van der Waals della proteina (blu), vista dalla stessa angolazione 
di b, mostra un'area di addizionale densità elettronica (rosso) che 
occupa il sito di legame della proteina. Si ritiene che questa zona 
di densità elettronica addizionale rappresenti un «antigene» non iden- 
tificato che si era legato alla proteina prima della sua purificazione. 
{Per gentile concessione di Don Wiley, Harvard University.) 
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Figura 34.35 La mappa genetica del MHC che, nell'uomo, codifica 
le proteine HLA. L'ordine dei loci tra le parentesi quadre non è noto. 
I geni di classe III codificano numerose proteine del sistema del com- 
plemento (paragrafo 34.29). 
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Le proteine MHC sono altamente polimorfiche 


1749] Il sistema MHC è stato estesamente studiato sia 
nel topo che nell’uomo. Nell’uomo le proteine MHC 
di classe I sono codificate da tre loci genici diversi 
benché omologhi, HLA-A, HLA-B e HLA-C (Fig. 34.35; 
HLA sta per «human leucocyte associated antigen», 
cioè antigene associato ai leucociti umani, dato che 
queste proteine furono inizialmente osservate sui leu- 
cociti) cosicché ciascun individuo è in grado di pro- 
durre fino a sei diverse proteine MHC di classe I (ve- 
di più avanti). Nell'uomo, ci sono anche tre proteine 
MKHC di classe II le cui catene « e 8 sono codificate 
da geni denominati DPa, DP8, DQA, DOB, DRa e DRB 
(Fig. 34.35). I geni MHC del topo, che occupano i loci 
H-2, sono arrangiati in modo analogo. 

La caratteristica più rilevante dei geni MHC di clas- 
se I e di classe II è l’alto livello di polimorfismo che 
raggiungono tra individui della stessa specie; essi rap- 
presentano infatti i più polimorfici geni noti dei ver- 
tebrati superiori. Ci sono ad esempio — 50 alleli per 
ciascuno dei geni MHC di classe I del topo; nell'uomo 
i numeri sono simili. È quindi altamente improbabi- 
le che due individui non correlati abbiano lo stesso 
gruppo di geni MHC. 

La maggior parte dei residui polimorfici sono rag- 

gruppati nella regione che forma i solchi che accol- 
gono l’antigene (Fig. 34.34b per le proteine MHC di 
classe I, e si assume anche per proteine MHC di clas- 
se II) così che ciascuna parte polimorfica si lega a 
un dato frammento antigenico con una affinità ca- 
ratteristica. Le precedenti osservazioni sul variare del- 
la risposta immunitaria con i geni MHC di classe II 
(Ir) suggerisce quindi che certe zone polimorfiche di 
proteine MHC di classe II siano meno efficaci di altre 
nell’associarsi con un dato epitopo. 
Studi epidemiologici, infatti, indicano che certi alleli 
di geni MHC sono associati a una maggiore suscetti- 
bilità a particolari infezioni e/o malattie autoimmu- 
ni. Per esempio, il 95% di individui con diabete mel 
lito insulino-dipendente (paragrafo 25.3B) è portato- 
re al locus DR di almeno un allele DR2 o DR3, contro 
il 50% negli individui normali, mentre il morbo ce- 
liaco (una violenta reazione intestinale all’ingestione 
di glutine) è legato nel 100% dei casi all’allele DQw2 
del gene DO. 

Qual è la funzione del polimorfismo delle proteine 
MHC? Sembra improbabile che si sia evoluto solo per 
prevenire trapianti di tessuti. Ricordate, però, che 
i recettori per l’antigene dei linfociti T riconoscono 
gli antigeni solo quando questi sono presentati nel 
contesto di molecole MHC (paragrafo 34.2A). Se ogni 
componente di una singola specie di vertebrati aves- 
se un identico gruppo di proteine MHC, un agente 


patogeno i cui epitopi interagissero scarsamente con 
quelle proteine MHC sarebbe in grado di eliminare 
quella specie. Si ritiene, quindi, che il significato del 
polimorfismo dei geni MHC sia di prevenire l’evolu- 
zione di un agente patogeno con una tale capacità. 
La tendenza della selezione naturale è quindi di man- 


tenere in una popolazione una grande varietà di pro- 
teine MHC. 


F. Il sistema del complemento 


[1750] Gli anticorpi, con tutta la loro complicazione, 
servono solo a identificare antigeni estranei. Altri si- 
stemi biologici devono quindi inattivare ed elimina- 
re gli intrusi. Il sistema del complemento, una com- 
plessa serie di proteine plasmatiche che interagisco- 
no tra loro, è uno di questi sistemi di difesa essenziali. 
Il suo nome infatti indica che esso «complementa» 
l’azione degli anticorpi per eliminare gli antigeni. E 
lo fa in tre modi: 


1. Uccide cellule estranee legandosi alle loro mem- 
brane cellulari e lisandole, un processo conosciu- 
to come fissazione del complemento. 

2. Stimola la fagocitosi di particelle estranee, un pro- 
cesso chiamato opsonizzazione. 

3. Dà il via a una acuta reazione infiammatoria loca- 
le che isola l’area e attrae cellule fagocitiche. 


Nei paragrafi seguenti vengono descritte l’organiz- 
zazione e la funzione del sistema del complemento. 

Il sistema del complemento è composto da circa 20 
proteine plasmatiche (Tabella 34.3) che interagisco- 
no in due gruppi correlati di reazioni (Fig. 34.36): 
la via classica, dipendente dagli anticorpi, e la via 
alternativa, indipendente dagli anticorpi. Entram- 
be le vie consistono nell’attivazione sequenziale di una 
serie di serina proteasi, analogamente a quanto già 
descritto per il sistema di coagulazione del sangue 
(paragrafo 34.1). 

Il sistema del complemento ha una sua nomencla- 
tura particolare. La maggior parte dei nomi delle pro- 
teine del complemento è rappresentata dalla lettera 
«Cs maiuscola seguita dal numero del componente 
e, se la proteina è una subunità o un frammento di 
una proteina più grande, da una lettera minuscola. 
Le proteasi attivate sono indicate con una barra so- 
pra cifre e lettere che identificano il componente. Per 
esempio, C4b è una proteasi che è stata attivata per 
proteolisi di C4. 
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1288 Capitolo 34 


lentemente queste proteine alla membrana cellulare. 
In C3 il gruppo tioestere consiste di un tiolo-Cys e 
di un gruppo y-carbossilico Glu che formano un anello 
macrociclico di sequenza Gly-Cys-Gly-Glu-Glu-Asn: 


— Giy NH Sk 


In seguito alla proteolisi di C3, il prodotto C3b subi- 
sce un riarrangiamento conformazionale che espone 
il suo gruppo tioestere. Il tioestere reagisce quindi 
con una ammina o un gruppo OH della superficie 
cellulare dando origine alla corrispondente amide o 
al legame estere e a un gruppo sulfidrilico libero su 
Cys. Il significato di questo processo è ulteriormente 
discusso in seguito. Si ritiene che C4 dopo attivazio- 
ne si comporti allo stesso modo. 

L’attivazione di C3, C4 e C5 stimola altre funzioni 
del sistema immunitario. C3b e, in misura minore, 
C4b sono opsonine, cioè sostanze che stimolano la 
fagocitosi (opsonizzazione), mentre C3a, C4a e C5a 
(un prodotto della reazione della C5 convertasi) sono 
tossine anafilattiche, sostanze cioè che stimolano 
reazioni infiammatorie acute locali e contrazione della 
muscolatura liscia. 


Il complesso di attacco alla membrana 


[1754] C5b, l’altro prodotto della reazione di C5 con- 
vertasi, non mostra alcuna attività proteolitica. Si le- 
ga invece sequenzialmente a C6 e C7 per formare 
un complesso che si inserisce spontaneamente nella 
membrana cellulare. 


Questo complesso C5b,6,7 lega quindi una molecola 
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ni 


Figura 34.38 Il complesso di attacco alla membrana (MAC) è una 
struttura tubulare che forma un poro transmembrana nella membrana 
cellulare della cellula bersaglio. | pori generati dalle cellule 7 citotos- 
siche tramite le perforine hanno una struttura simile (perforina e C9 
sono omologhe) ma sono privi di un analogo del complesso C5b,6,7,8. 


di C8, e successivamente da 1 a 18 molecole di C9, 
formando il MAC. In quest’ultimo processo le moleco- 
le C9 polimerizzano formando una struttura tubula- 
re inserita nella membrana a cui si salda fermamen- 
te il complesso C5b,6,7,8 (Figg. 34.38 e 34.39). La lisi 
cellulare è una conseguenza sia del fatto che MAC 
forma dei canali di diametro tra 30 e 100 À che per- 
forano la membrana (Fig. 34.38) sia del fatto che, al- 
terando la circostante struttura della membrana, ne 
aumenta la perrheabilità. 

Entrambi i meccanismi permettono alle piccole mo- 
lecole della cellula, ma non alle sue macromolecole, 
di diffondere verso il mezzo circostante. L'acqua è 
quindi osmoticamente attirata dentro la cellula, gon- 


Figura 34.39 Fotografia al microscopio elettronico dei complessi ad 
anello di C9 visti lateralmente (frecce) e dall’alto (punte di freccia). 
(Per gentile concessione di Zanvil Cohn, Rockefeller University.) 
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fiandola e facendola scoppiare. Il sistema MAC ucci- 
de le cellule in modo molto efficiente; pochissimi com- 
plessi MAC, se non addirittura uno, possono lisare 
una cellula. 


La via alternativa è indipendente dagli anticorpi 


[1753] La via alternativa di fissazione del complemen- 
to (Fig. 34.36, in basso) utilizza molti componenti della 
via classica e, analogamente, produce una C5 conver- 
tasi che dà il via all’assemblaggio di MAC. Le due 
vie differiscono per il fatto che la via alternativa è 
anticorpo-indipendente. Si ritiene quindi che la fun- 
zione della via alternativa sia la difesa contro l’inva- 
sione da parte di microorganismi estranei prima che 
venga avviata una risposta immunitaria contro di es- 
si (anche la via classica può però fare questo). Una 
volta che è stata prodotta una quantità sufficiente 
di anticorpo la via alternativa assume un ruolo se- 
condario rispetto a quello della via classica. 

Si pensa che la via alternativa operi sempre a bassi 
livelli (vedi più avanti) così da produrre continua- 
mente piccole quantità di C3b, la stessa molecola pro- 
dotta dalla C3 convertasi della via classica. Nella via 
alternativa, però, C3b si associa alla proteina plasma- 
tica fattore B con una reazione Mg**-dipendente. 
Il complesso che ne risulta, C3b,B, è il solo substrato 
conosciuto della serina proteasi plasmatica attivata 
fattore D, che digerisce la subunità B di C3b,B per 
dare origine a C3b,Bb. Quest'ultimo complesso è una 
C3 convertasi equivalente ma distinta da quella della 
via classica. Essa converte C3 a C3b, che prende par- 
te alla formazione di altra C3 convertasi, con un pro- 
cesso che si amplifica ciclicamente. Il fattore C3b sup- 
plementare si lega anche alla C3 convertasi forman- 
do (C3b),Bb, una C5 convertasi diversa da quella del- 
la via classica ma ugualmente in grado di catalizzare 
la formazione di MAC. 

Qual è l'origine del C3b che è all’inizio della via 
alternativa? Esso può naturalmente provenire dalla 
via classica, nel qual caso la via alternativa agisce co- 
me meccanismo di amplificazione per l’attivazione 
del complemento indotta dagli anticorpi. Si ritiene, 
tuttavia, che in assenza di questo processo il legame 
tioestere della forma nativa di C3, reattivo ma non 
esposto, vada soggetto a una lenta idrolisi spontanea 
che produce una proteina, C3i, simile a C3b nella 
sua capacità a legare il fattore B e a mediare la sua 
attivazione catalizzata da D. La C3 convertasi che ne 
risulta genera, a sua volta, il vero C3b. 

Come fa la via alternativa ad identificare il suo ber- 
saglio, i microorganismi invasori? La concentrazione 
di C3b in soluzione è limitata da una proteina pla- 


smatica chiamata fattore I che, assieme ad una se- 
conda proteina, il fattore H, forma un complesso 
(I,H) capace di degradare proteoliticamente C3b in 
soluzione. Quando però C3b si lega covalentemente 
a una superficie il ritmo della sua degradazione si 
riduce drasticamente. Inoltre il complesso della C3 
convertasi legato alla superficie viene stabilizzato dal 
legame con la proteina plasmatica properdina (P), 
che protegge ulteriormente C3b dalla degradazione 
mediata da I,H e ritarda la dissociazione di Bb dalla 
C3 convertasi. Di conseguenza, più in fretta C3b si 
lega covalentemente a una superficie più lentamente 
viene degradato. Quelle sostanze a cui C3b si possa 
legare efficacemente sono quindi attivatori della via 
alternativa. Queste comprendono polimeri di origi- 
ne microbica come le endotossine, lipopolisaccaridi 
dei batteri gram-negativi, e gli acidi teicoici delle pa- 
reti dei batteri gram-positivi (paragrafo 10.3B), alcu- 
ni batteri in toto, funghi, e cellule infettate da alcuni 
virus. La via alternativa costituisce quindi una difesa 
efficace contro l’invasione da parte di microorgani- 
smi. Infatti, individui che sono geneticamente defici- 
tari di alcuni componenti del sistema del complemen- 
to sono molto suscettibili alle infezioni. 


Il sistema del complemento 


è rigidamente regolato 


[1756] L’incapacità di molti componenti del comple- 
mento a discriminare tra tessuti normali e sostanze 
estranee impone che il sistema del complemento sia 
mantenuto sotto stretto controllo, pena la distruzio- 
ne delle cellule dello stesso individuo. I danni, infat- 
ti, che si riscontrano in molte malattie autoimmuni 
sono causati dal sistema del complemento: questo si- 
stema è regolato tramite l’inattivazione dei suoi com- 
ponenti attivati. Questa avviene in tre modi: 


1. I componenti del complemento sono inattivati per 
decadimento spontaneo. I tioesteri iper-reattivi, 
per esempio, esibiti da C3b e C4b appena attivati 
reagiscono con l’acqua con una emivita di — 60 
us. Queste proteine non sono quindi a disposizio- 
ne della via classica, a meno che si attacchino a 
una membrana nelle immediate vicinanze della 
unità di riconoscimento che le attiva, alla mem- 
brana cioè del microorganismo invasore che ha 
scatenato la loro attivazione (e non a quella di una 
cellula qualunque). Analogamente la C3 conver- 
tasi della via classica, C4b,2a, è attiva solo transi- 
toriamente: il suo componente C2a si dissocia ra- 
pidamente con conseguente perdita dell’attività en- 
‘zimatica. 
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Figura 34.43 Immagine al microscopio elettronico di una porzione 
di tre miofibrille in sezione longitudinale. Le miofibrille sono separa- 
te da intervalli orizzontali. Le caratteristiche principali di una miofi- 
brilla, come illustrato nel disegno esplicativo, sono la banda chiara 
I, che contiene solo filamenti sottili con un arrangiamento esagonale; 
la banda A, la cui zona scura H contiene solo filamenti spessi orga- 
nizzati ad esagono, ed i cui segmenti più esterni, ancora più scuri, 
contengono filamenti spessi e sottili sovrapposti; il disco Z, a cui so- 
no ancorati i filamenti sottili; e il disco M, che origina da una protu- 
beranza al centro di ogni filamento spesso. L'unità funzionale della 
miofibrilla, il sarcomero, è la regione compresa tra due successivi 
dischi Z. (Per gentile concessione di Hugh Huxley, Brandeis University.) 


mente da una singola proteina, la miosina, presente 
in quasi tutte le cellule dei vertebrati. Le molecole 
di miosina sono formate da sei catene polipeptidiche 
altamente conservate: due catene pesanti e due paia 
di catene leggere diverse denominate LC1 e LC£Z. 
La miosina è una proteina insolita, nel senso che ha 
le proprietà sia delle proteine fibrose che di quelle 
globulari (Fig. 34.45). La metà N-terminale della sua 
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Tabella 34.4 Proteine del muscolo striato 


Proteina Massa (kD) 
—————————_nk1zkzkzm4k—_—————_———__——————————11t_un 
Miosina 540 
Catena pesante 230 
Catena leggera 1 (LC1) — 20 
Catena leggera 2 (LC2) - 20 
Actina-G 42 
Tropomiosina 33 
Troponina 72 
Tnc 18 
Tnl 23 
TnT 31 
a-actinina 200 
B-actinina i 34 
Desmina , 50 
Vimentina 52 
Proteina C 150 
Proteina M 100 


Figura 34.44 Fotografia al microscopio elettronico di un muscolo pre- 
parato secondo la tecnica «deep-etching, freeze-fracturing», che mo- 
stra i suoi filamenti spessi e sottili alternati. Le protuberanze (ponti 
trasversali) che sporgono dai filamenti spessi seguono un andamento 
elicoidale. (Per gentile concessione di John Heuser, Washington Uni- 
versity School of Medicine.) 


catena pesante si ripiega formando una testa globula- 
re allungata, di circa 55 X 200 À, mentre la sua metà 
C-terminale forma una lunga coda fibrosa ad a-elica. 
Due di queste code ad a-elica si intrecciano avvol 
gendosi tra loro con andamento sinistrorso, e forma- 
no una struttura lunga circa 1500 À che assomiglia 
a un bastoncino con due teste globulari. La sequen- 
za amminoacidica della coda ad a-elica della miosi- 
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Figura 34.45 La molecola di miosina. (a) Immagine al microscopio 
elettronico che dimostra che la molecola di mibsina è una entità fi- 
brosa con due teste. globulari. (Per gentile concessione di Henry Slay- 
ter, Harvard Medical School.) (b) La sua coda a bastoncino è formata 
dalle a-eliche distese di ciascuna delle sue due identiche catene pe- 
santi che si intrecciano l’una con l'altra a formare un'elica superav- 
volta. Una di ciascun tipo delle catene leggere della miosina, LC1 
e LC2, è associata con ognuna delle teste globulari, identiche, della 
miosina; le loro posizioni esatte non sono però note. 


Figura 34.46 Il filamento spesso di un muscolo striato. (a) Immagine 
al microscopio elettronico che mostra le teste di miosina che protru- 
dono:dai segmenti più esterni del filamento spesso e la sua zona 
centrale nuda. (Fonte: TRINICK, ]. e ELLIOTT, A., /. Mol. Biol., 131, p. 
135, 1977.) (6) Un filamento spesso contiene tipicamente parecchie 
centinaia di molecole di miosina organizzate in schiere ripetute e 
scaglionate in modo tale che le molecole di miosina risultano orienta- 


te con le loro teste globulari che puntano lontano dal centro del fila- 
mento. 
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na è quella caratteristica delle strutture superavvol- 
te: una successione pseudoripetuta di sette amminoa- 
cidi, a-b-c-d-e-f-g, con i residui non polari concentrati 
nelle posizioni a e d. Analogamente a quanto avvie- 
ne nella struttura superavvolta di un’altra proteina 
fibrosa, la cheratina (paragrafo 7.2A), l’elica della mio- 
sina espone lungo un fianco una striscia idrofobica 
che favorisce la sua associazione nel senso della lun- 
ghezza con un’altra elica. Una catena leggera per ti- 
po è associata con ciascuna delle teste globulari del 
dimero di catene pesanti. 

A bassa forza ionica, la miosina esiste solo come 
molecola singola. In condizioni fisiologiche queste mo- 
lecole formano aggregati che assomigliano ai filamenti 
spessi. I filamenti spessi naturali sono formati da pa- 
recchie centinaia di molecole di miosina strettamente 
addensate coda-a-coda con una disposizione sfalsata 
regolare (Fig. 34.46). Il filamento spesso è, quindi, una 
entità bipolare in cui le teste globulari della miosina 
sporgono a ciascuna estremità lasciando nuda una re- 
gione centrale. Queste teste della miosina formano 
i ponti trasversali che uniscono i filamenti spessi ai 
filamenti sottili nelle miofibrille intatte. 

In aggiunta a questa funzione strutturale la catena 
pesante della miosina ha anche quella di ATPasi: es- 
sa trasforma ATP in ADP e P; con una reazione che 
fornisce energia alla contrazione muscolare. Il mu- 
scolo è quindi un dispositivo in grado di convertire 
l'energia chimica liberata dall’idrolisi di ATP in ener- 
gia meccanica. Si ritiene che le catene leggere della 
miosina siano in grado di modulare l’attività ATPasi- 
ca delle catene pesanti a loro associate grazie al pro- 
prio livello di fosforilazione. 
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Figura 34.51 Struttura ai raggi X di TnC del muscolo scheletrico di 
tacchino. | suoi due domini globulari, che sono connessi da una a- 
elica a nove giri, possono legare ciascuno due ioni Ca?*. Alle con- 
dizioni a cui è stata determinata la struttura cristallina, tuttavia, solo 
i siti di legame con Ca°* del dominio C-terminale (parte inferiore 
della molecola) risultano occupati (sfere). Questi siti rimangono occu- 
pati anche alle più basse concentrazioni fisiologiche di Ca°* del mu- 
scolo, di modo che l’effetto regolatorio esercitato da TnC deve deri- 
vare dal legame di Ca?* al dominio N-terminale (parte superiore della 
molecola). Notate la somiglianza della struttura di TnC con quella 
della calmodulina, la proteina regolatoria legante Ca°* ad essa omo- 
loga (Fig. 18.21). (Fonte: Herzeero, O. e JAMES, M. N. G., Nature, 
313, p. 655, 1985.) 
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il 70% omologa alla calmodulina, una proteina re- 
golatoria legante il Ca°* (paragrafo 18.33); TnI, 
che si lega all’actina; e TnT, una molecola allun- 
gata che si lega alla tropomiosina alla sua giun- 
zione testa-coda. 


Il complesso tropomiosina-troponina, come vedremo, 
regola la contrazione muscolare controllando l’acces- 
so dei ponti S1 di miosina ai loro siti di legame sul- 
l’actina. 


Proteine muscolari minoritarie 
controllano l'assemblaggio delle miofibrille 


{i761] 1 disco Z, che fa da àncora tra due gruppi di 
filamenti sottili orientati in senso opposto (Fig. 34.43), 
è una entità amorfa che contiene numerose proteine 
fibrose: la a-actinina, per esempio, che si lega alle 
estremità dei filamenti di actina-F in vitro, ed è lo- 
calizzata all’interno del disco Z (Fig. 34.52a). La 
o-actinina è quindi ritenuta responsabile dell’anco- 
raggio dei filamenti sottili al disco Z. 

La proteina fibrosa 8-actinina, che pure si lega alla 
actina-F, è invece considerata come un fattore di con- 
trollo della lunghezza nell’assemblaggio dei filamen- 
ti sottili. Due altre proteine, la desmina e la vimen- 
tina, si trovano in gran copia alla periferia del disco 
Z (Fig. 34.52b), dove ricoprono apparentemente la 
funzione di mantenere in fase lateralmente le fibril- 
le adiacenti. 

Il disco M (Fig. 34.43) trae origine dall’allargamen- 
to locale dei filamenti spessi in fase. Le due proteine 
associate con questa struttura, la proteina-C e la 
proteina-M, probabilmente partecipano all’assem- 
blaggio dei filamenti spessi. I filamenti spessi degli 
invertebrati contengono un nucleo di paramiosina, 
che è la componente dominante in certi muscoli. 


Figura 34.52 Colorazione tramite immunofluorescenza indiretta di 
fogli isolati di dischi Z del muscolo scheletrico. (a) Con anticorpi anti- 
o-actinina, che dimostrano come la a-actinina sia presente all’interno 
del disco Z. La barra rappresenta 2,5 um. (b) Con anticorpi anti-desmina, 
che dimostrano come la desmina sia distribuita intorno alla periferia 
del disco Z. Anticorpi anti-vimentina mostrano la stessa distribuzione. 
Nella tecnica dell'immunofluorescenza indiretta le proteine sono mar- 
cate con anticorpi di coniglio prodotti contro di esse. Gli anticorpi 
di coniglio legati sono successivamente marcati con anticorpi di ca- 
pra anti-immunoglobuline di coniglio a cui sono state legate covalen- 
temente delle molecole fluorescenti come la fluoresceina. Le protei- 
ne sono quindi osservate con luce UV. Questo approccio indiretto, 
che utilizza due tipi di anticorpi invece di usare gli anticorpi di coni- 
glio direttamente coniugati con fluoresceina, aumenta la sensibilità 
del metodo, poiché ad ogni molecola di anticorpo di coniglio si pos- 
sono legare più molecole di anticorpo di capra fluoresceinato. (Fonte: 
Lazaries, E., Nature, 283, p. 251, 1980.) 
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La struttura dell’actina 


{762]1 filamenti di actina (actina-F) formano i fila- 
menti sottili dei muscoli che interagiscono con i fila- 
menti spessi contenenti miosina generando la forza 
contrattile, secondo il modello dello scorrimento dei 
filamenti (Fig. 34.55). I filamenti di actina sono an- 
che i principali componenti del citoscheletro cellula- 
re, in cui partecipano spesso ai processi di trasporto. 
La forma monomerica dell’actina, la actina-G, è un 
polipeptide di 375 residui che lega, come viene di 
solito isolato, sia un ATP che un catione divalente 
(fisiologicamente Mg?+). Quando la actina-G polime- 
rizza, formando la actina-F, l’ATP viene idrolizzato 
in ADP che rimane legato all’unità monomerica 
dell’actina-F. 

La tendenza a polimerizzare della actina-G ne ha 
impedito la cristallizzazione. Curiosamente, però, essa 
lega la deossiribonucleasi I pancreatica (DNasi 1) for- 
mando un complesso 1:1 che, assfeme a uno ione 
Ca?+ e a una molecola di ATP o di ADP, forma dei 
cristalli la cui struttura ai raggi X è stata determina- 
ta con una risoluzione di 2,8 e 3,0 À, rispettivamen- 
te. Il monomero di actina consiste di due domini a 
cui per ragioni storiche ci si riferisce come il domi- 
nio piccolo e il dominio grande, anche se essi hanno 
dimensioni quasi identiche. Ciascun dominio mostra 
una estesa struttura secondaria e si divide in due sot- 
todomini. ATP e ADP si legano in un solco tra i due 
domini dove lo ione Ca?* viene legato tanto dalla 
proteina quanto dal fosfato 8 dell’ADP o dai fosfati 
B e y dell'ATP. Le due strutture dell’actina sono al- 
trimenti molto simili. Due dei sottodomini, uno per 
ciascun dominio, contengono una struttura # di 5 seg- 
menti che consistono di un meandro f e di una unità 
destrorsa Raf (Fig. 7.47), il che suggerisce che questi 
sottodomini siano il risultato di una duplicazione ge- 
nica anche se le loro sequenze amminoacidiche non 
mostrano somiglianze significative. 

Il modello atomico della actina-ADP è stato usato 
per costruire un modello di actina-F che sia in accor- 
do col diagramma delle fibre osservate ai raggi X 
di gel orientati di actina-F. Il monomero mostra un 
orientamento specifico con il suo dominio piccolo in 
corrispondenza del raggio maggiore dell’asse dell’e- 
lica di actina-F e con tutti e quattro i sottodomini 
in contatto con i monomeri adiacenti. Questo model- 
lo si accorda molto bene con la mappa tridimensio- 
nale dei filamenti sottili dei muscoli dei vertebrati 
ottenuta mediante criomicroscopia elettronica e rico- 
struzione di immagine. I due tipi di analisi concor- 
dano per quanto riguarda la polarità del filamento, 
l'orientamento del monomero e la localizzazione tri- 
dimensionale dell’estremità C-terminale del monome- 


ro di actina. Gli studi mediante criomicroscopia elet- 
tronica mostrano anche i siti di legame del filamento 
sottile con la tropomiosina, la testa della miosina e 
la porzione N-terminale della catena leggera A1 del- 
la miosina in modo da migliorare l’immagine rap- 
presentata nella Fig. 34.49b. 


La distrofina e la distrofia muscolare 


1763] La distrofia muscolare di Duchenne (OMD) 
e la meno grave distrofia muscolare di Becker 
(BMD) sono entrambe malattie degenerative del mu- 
scolo legate al sesso. Nella DMD, che insorge tra i 
2 e i 5 anni di età, la degenerazione muscolare supe- 
ra la rigenerazione muscolare determinando debo- 
lezza muscolare progressiva e infine morte, che si 
verifica di solito intorno ai 20 anni. Nella BMD l’in- 
sorgenza va dai 5 ai 10 anni e si riscontra un anda- 
mento complessivamente meno progressivo della de- 
generazione muscolare e una vita più lunga rispetto 
agli individui affetti da DMD. 

L’identificazione e il clonaggio del gene, i cui difet- 
ti sono responsabili di DMD e BMD, è stato uno dei 
recenti trionfi della tecnologia del DNA ricombinan- 
te. Il gene codifica una proteina di 3 685 residui chia- 
mata distrofina che sembra essere un membro del. 
la famiglia delle proteine flessibili a forma di baston- 
cino che comprende i componenti del citoscheletro 
che'legano l’actina: spettrina (paragrafo 11.3C) e 
o-actinina (un componente dei dischi Z; Fig. 34.524). 


La struttura dedotta dalla sequenza di basi della 


distrofina prevede quattro domini: un dominio 
N-terminale di — 240 residui che assomiglia alla por- 
zione dell’a-actinina che lega l’actina; un secondo do- 
minio voluminoso che si postula contenga 25 fasci 
consecutivi di triple eliche molto simili a quelli della 
struttura predetta per la spettrina (Fig. 11.33a); un 
terzo dominio di — 150 residui, ricco di Cys, che as- 
somiglia al dominio C-terminale dell’a-actinina e un 
dominio C-terminale di 420 residui che non mostra 
somiglianze con altre sequenze proteiche note. Studi 
effettuati mediante frazionamento cellulare e immu- 
nofluorescenza mostrano che la distrofina, che è nor- 
malmente presente in una quantità pari allo 0,002%, 
è associata alla superficie interna della membrana pla- 
smatica nel muscolo dove probabilmente ha la fun- 
zione di ancorare alla membrana delle glicoproteine 
specifiche, come fanno la spettrina e l’ancorina nel- 
l’eritrocita (Fig. 11.330). 

Nella maggior parte degli individui affetti da DMID 
o BMD, i geni della distrofina contengono delezioni 


. parziali della loro regione centrale. Di solito, nei mu- 


scoli dei pazienti con DMD non si riesce a individua- 


“uso opowi ul 0uv]o19 ossads ozuaum]if 1uS0 1P TS 31821 
00S 02119 2] A10]0ISnmU FUOIZVIFUOI FL1Of DUN 27UDINC 


‘aU0IZEJ]U09 Ip [910 ononu un aJerziur 1ad e}uord 
aTeIZIUI 0]ejs ons je rpumb euio)ii TS eIS9) ET ‘08 
-sads 07uaumif jo 37URUIVA1IM]A1 ‘GUOIZIMP VSSAIS VD] 
«anb ul Y 00I 02419 1P 3711308 07USLUV]1 ]ap 2UO!ZVII 
pun OpuDunusalap Z 09S1P ]OP DUDIUO]D D] 2U9 
TS 01891 DIP 06% 1P 2UOZOUIUI, UN apuasduoI 
‘910]00snu 2u01z0I]u0? 0]]ap ezio; Ip osindur 
0319pp1802 7? ‘AuuormmuIofuoI 0puaLUIDIQUVI 0ISAND 

‘ossads o]uawIe] 
-I} [ep ojuewme]uatIO ]]e o}adsii OIEUITIUI 0} asse ] 
-[ap auorzunsse,] a ew], jsanb rp erSuaua eije pe 
0]2]S O[[9P O}USUTESSE]LI A]}UENUIOIU0I JI UCI ‘TS 
BUISOIUI IP elsa) EITEp d0W ID a ”] tp ajerzuanb 


-98S OIOSE]LI [I BU9]}BIS BUISOIUI-EUT]IE QUOIZPIQZUI.T *F 


*a]uaserpe Buljoe Ip enun eun 
e ig-A0V-TS 2199) 0SSa[duIoo [ap 025eNe.] eutLI9] 
-3p (Huene nid Ipan) SUOIZEI}UOI Eee ojownn]s OT *£ 
‘ojoosnui [ap 
osodii E 0]eIS 0] ers o]jsanb ajueisouou ‘euIsottU 
Ip E[OD9]OwI E] «aJezzIiIp» ej ossasoId 0]sant) ‘os 
-sads c1uawIEtt] ]e asejoorpuadiad s}uaweAnewIIS 
-so1dde 2 15 eisa) eljop ajeuIpnuSuo] asse] Ino ul 
EISISUI BI]E pe ajeuoIzeLLIOJU0I 0]e]js OUn e EUIS 
-oruI e[ap 018Sessed II eutt13)9p d.LV TP ISIOIPLI "7 
*9}USIEIPe a[1}]}0s O]UQUIE]I] UN Ip eUljoEe IP golLIaUI 
-ouowI E}mun fpep ossads ojuawrerij un Ip TS eIs3] 
ET[®P SUOIZEIDOSSIP E] EUILUIS]AP A.LV UOI FWIESA] II ‘I 


:(59°4£ ‘S13) 01P}9008 a]uaWufesianIum 93 «IUISI E 
eoJeq è» O1ap ‘orpopowi azuanSas jap oddnqias oxje 0) 
-e110d 2Y “ILV IP ISTITOIPI Ip o]o10 [op oxfanb e o1eroos 
SE ‘EUIAYIS 0]SONT) ‘ITINIOS I]UOULETIY I UOO EUISOTLI IP 
rgessonses) nuod 19p suoIzelslur,] OsIsAEI]}}e e19UIS 
IS AJE[OOsnUuI aUOISUS) E] aYI s0s11958Ns o[apow 03s 
-ant) ‘a1m10s 0]}uaUTeTI: ms o}is OAONU UM Ip ns ‘CUEIUO] 
NIC ISTEOIENELI 10d a a 1EI0L)S AIDAUI AQGIIAOP IS OSST 
‘apios ojuawrefi] un Ip ojund ossa]s of[e 0]es9ene al 
-suewutI afigissodum aqgares euisotui Ip a]uod un 1ad 
SIE]OOsnuI SUOIZEIJUOO E| ajue.mp ‘0)}31109 3 QUAI 
“ET I9P O]USUULIIOIS IP OTTIpowI TI 9S “ALV IP ISTOIP 
-1,] 3 MUAUIETI] I9P 0]USUITII0OS Ip ofjapow Ii Herddoo 
-5E OUOS SUOI IJITIGEIS OUTEIQGOP ‘a.le[oosnuI FUOIZE.I] 
-U09 ET]p SUOIZIIOSap BIsoU e ate}a[duoo 19d [921 


eu”goe Ip Quewe[y I oSunf 
«OUPBUIUIUIBI) BUISOIMI IP 3)S3I IT 


‘940]09SNUI FUOIZVAJUOI DIP 97001391 VZIOS V] ‘QUISIP 
-31 309 ISTULOf DUISONU 3 VUIITO 1P UONZDIDOSSTP 2 
3U0IZ0OSsO 1P ‘ILV vp vIvpinS ‘0zuVUIZNO DISINO 


‘dLV IP IST 

-0JpI Ip auoIzeaI ele, un Jad ejuord eursoru 

-0)98,.] Opuerose] “I a day ajuawerzuanbas 

eIose]lI ’d-d(1'V-euIsoTtI-eUT]Oe ossagduioo TI 

‘osodii Ip auorzenzs El[ap cosa pe1eo ‘a] 

-BUOIZEUITIOJUOI O]USWIESSEILI IP 0}è)S Ons ]e 
ouIO}LI ep o:euSeduiosse ossaz0id un uo f asei 
‘a-IGV-euisorui ossajduioo je esa] IS BUDNIE.I £ aSBI 

‘elSi0ua ee pe ’d-A0V-EUISOIU a] 

“1qeis ossafduroo un aseuLI0] 19d 0}eEZZI]OIp1 
ajuawrepidei suora euISoILI ETje 0)eSal ALV 7 SVI 

‘PUISOIUI 3 eu 

“IDE Ip QUOIZEIDOSSIP e] BUIUIJ3]9p BUISOTUIO] 
290] A]UaN]SOO BUISOILI E][® A LV IP AWeSA] II L aSE3 


:©S'4£ ‘B13) eUISOTLUO]OE [[Ep tiespawui ALY IP 
ISTOIpI,] Jad o[apowr un alemulo] Ip J10]feL UIM 
“pa e osseuIad cUUEY TUOIZEAIASsO Muapasasd IT 

‘e]eA.9su0o opowr ayofenb ur eJeis a 
d.LV IP ISITOIpI Ip edogi] erSiaua [ mo ur elsiaua ee 
pe otpawna;ui un a ossafduioo 0;sanb ay3 a9s11988ns 
2UI II “A 3 dAv feuIsotti opueoosaui 3}uawrs9I[duras 
aseunI0; ond is uou ‘g-g1Av-euIsotu ossajdwod [I 
‘IV IP 3 ?g Ip ajerzuanbas orose]jui II auopue[owns 
a 'a-dqv-euIsormi ossafduioo Je IsopueSa] euISoOILI e] 
-[9P eoISEJ.LV BHAMNE. | ezuawune BUDIE,T ‘9]}UI Ue ]UA] 
nid o;jowr cuoreduioo niagr 'd è d0dv aQuaw ‘.H Ip 
ouaume opider un u0d EIZIUI BUISOTUI EI[Ep Blezzi] 
-E1P5 A.LV IP ISITOIPI,] YI FUOIZEAISSSO []Ep 0]e21pul 
2 3uI09 “1+40V INopord 1 a}uawrelu9] eIose]li ew 


+H+ -IOdH+ -gd0V= —= O0°H+ _:d LV 


Quawuepidel ILV EZZHoIp!I 
E]EIOSI BUISOIUI E] 2UI O}EJ [e omaOp a 03]sanÈ) (eu 
-ISOTUI E] BANID SYIIId EIEUIETYO ISOD IMNEJUI EIEIS 2 
euIzov,]) 0oMsqeaI nIid apuawreoISo[orsiy ‘1_S OT ROIO 
IP dar0uInI IP cssumU un e ojopuejiod ‘a)[oA 007 
BOIID IP BUISOIUI El[op aued ep dLV.I_SP ISITOIPI IP 


*BUISO]LI B|jep 
EJEZZI|EIED JI IP ISI[OIpi,jap IuoiZes: Ip ezuanbas e] pS'£ eandiz 


Id « d(IV » BUISOIN eunoy 
O°H 
c £ 
d.LV » BUISONA id» dCUYW » EuIsolU-eUNOY 
T v 
eunoy ‘dl 


EUISOIL-eUnoy div 


£-8£501-80-88 S 


G6ZI  240]029])0U VISO]0IS1I 


Z ILL! 


CANSISAIUN stApuesg ‘Aajxn}H YBnH Ip aUoIssadUOI dj 
-nua8 Jad) ‘0uSasIp |au aWio9 ‘01e,]jns oun,] 3131105S Ipuinb cuonap 
OUBIISIPia}ui 15 3YI 1]iM}os a 1SSAdS NUAWE|H Ip iddn33 | e||jugyotw è] 
-|ap aUOIZElN)Uo9 e] ajuesng ‘3)UeIso9 aueLuLi a] mos a ossads HuawE]l} 


III 


OUNII pi ejuatume eutjoe Ip ezuasard e] ‘quad ‘ajuauwi 
“essopeed ‘3UOIZeI]uoo Ul ojoosnwi Jap oqppnb e a 
-O119JUI O}]OwI Ip ‘,_S SO°0 BOSIO IP Ja10UIN7 IP OIQUI 
“nu UN EY E]e[osI EUISOILUI E][IU BIISEJLV FUOIZUNI ET 
*POTaUIO IP IPpnis ep NMnuan VUOS aIefoosnuI QUOIZE.I] 
-U09 eau d.LV.Il®p oponi ms HuawLIeIYI MOLI9][N 
‘DUI39O,] dad vuIsOnU 
vI1ap VnUIffo,] s0npii dLV,] 93U2UI2IUIPIAT “EUISOTUI 
-0]oe Ip auotznjos Elle ALY aSunisse is opuenb a0s1p 
-a1Sa1 Quad èNisoOsIA E[[ap ojuatune 03sant) ‘auorznjos 
EITAp EIISOOSIA E[[op ojuatune ajona;ou un ep ejeused 
-UI0IIP 9 FUOIZEULIO] IMI E] ‘EUISOIUIO]IE O]BUIETYI 
ossajduroo un pe aursito CUUEP 2)e[0osaU1 BUISOILI Ip 
eun 3 EUL]oE Ip 2UOrznjos BU(] ‘a JE[oosnuI AUOIZEIJUOI 
EIIP aSEq ETje IUSIUEDIILU [9P FUOIZEPIONIAP ET[e ela 
e] o}1ode ey ‘07, ruue 1Sou ‘151049-]U9ZS 119g]y IP 
OJOAE] {I (9[IHEIjUoI EZIO] eT[9p sUISLIO ] UOU BUI dl 
-=e[OOsnuI SUOIZES}UOI E[[AP OUUSTUEIIIUI [I QZUIUUI]EIZ 
-1ed eSards 311008 YI 0JUAWIETI] [Ap o[[apow [I [9921] 


EUISOIUI E[[®p BDISEA.LV CHAHYE ] E[OWS BUNoE.T 


(ese Sta) 
04170,]1ns oun,] cuosIOIs 113308 11uawmpIf 1P a 18Sads 
guawunpif 1p 10nS1ipsazui 1ddnu8 mo ui ossagosd un vp 
vIVIIUIS 9 A40]OISnU FUOIZDIZUOI DIP DZIOf D] :9I 
-109S 3YI 0}USwIE]J [ap ox[apow yi 0]sodo1d cuuey 
661 [9u ‘ayo aYI9aS19paIN ‘N 3 AapnH MaIpuvy Ep a 
uosuey ugafa Aapny USnu ep a1eSards aus ws zuap 
-uadipui 2]8]S OUOS TUOIZEA.I2SSO 3]Sant) ‘H BUOZ E] 
“Tp a I epueq el[op ezzaySue] eT[op auorzapli aenSn 
eun ep o]soinid e}euSeduiosse 3 cIaTUoDIEs [op au 


£-8£201-80-82 @ 


lap ezzaySunj e| alUALI ‘AUOIZENUOI B| a]UEINP BISINUIWIP }{ BUOZ 
E]j9p a | Epueq èjjap ezzayBie] E] BLUOD a]EION ‘(+-/) onenuo? nid ad 
“Was qQuawienissa1Z01d 032) UI ajjlugiori Ip 0Anedi|dsa oudasip un 
ep e}euSEdLUcdSE 02IUO1N3]a 0Id02S019/LU Je eiesBo1o4 £e°p£ eundiy 


-0IZEI]UOI BT ‘IUOIZELIBA OUOISIQNS UOU 2]UIILIPe H 
GUOZ E[[op SH] [1 3 Z COSTP [tr 2.1} eZUtISIp e] ojuenb 
W Epueq EI[p EZZauSie] e] 0]UE) 3YI FUOIZEAI9ISSO ] 
“Ep 0}esIput a auI09 ‘1}uElsoo azzays un] uo] UELI 
T}os Quawrei] 1 a Issads nuawreT] I ‘quad ‘aejoosnw 
QUOIZEI]UO9 E] uemg ‘(£94£ ‘S13) cISUIODIES [Ap ez 
-z34SUn] EIjap suorznumup eun Ip ezuanSasuoo e] 2 
o]juaweioI00I? 0]sanb ay cIENsSOLUIP CUUEY 0IIUOI) 
“Jaja ordoososorwi pe aye1So;03 ‘osodia e ezzaysun] 
ens eTap 011093 Nid ozI9) un pe cur; 3 OpeI]juoo 0] 
“oosnui um ayo odwis] cow ep cuues 180]0181] ] [S9LI 


dAE]joosnur 2UOIZeI}uo, e] azueump 
0x}]e.Ims oun.j 
0uo1109S I}}os quawe]jz a Issods nuaweyi 


dopoosnwi fr euorzunj auroo ‘ajored ale 
ul] snuawra]o nsanb 11m} o41fe,;] uoo cun] oj.10dde 
UT 0UO]}}9UI IS SUIOI :alapalyo cwrerqgop 19 ‘LI8USAS 
“ur monq Ep ‘eIo ‘0]e11)s ojoosnui [ap NuauodwIoI I 
op1Iossp ajuawraoifdwes oweIgqe BIO pe Ourl [FILI] 


aJe|oosnui QUOIZEIUoI è||ap 
OWISIUEDILI || ‘fg 


*Teuorzunziuas Ou 
-0S (INA ep Maze nuerzed ep axezzija]uis alanb 31) 
-U9uI a]jepelsap aluswrepidei cuosuaA GINO Ep 13] 
Je Imprarpui I[Sep 3)}ezz9]uIs aUosisip 3] ‘ajuaw 
-2]U9piAqg ‘a[euIoUe IMOISUSUITP IP SULJOJ]SIP OUEAOI] 
IS CINE ep mMozse nuarzed 13u aljuawi ‘eUoNisIp dl 


BOLT] [COLI][FOLI 


PE 0OndvI «9651 


1300 Capitolo 34 


768 


TT no T___r__—____._., ._uiINlTI TIIIIIMMNI Ilzwm  :€C Ss 


E a eV ant 


pn DE Alt pere siena DI 


Verso il centro 
del sarcomero 


Generazione della forza 


t- Ponte trasversale 


Teste di miosina (configu- 
razione a bassa energia) 


Filamento spesso 
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1 Dissociazione del 
ponte trasversale 


2 Raddrizzamento della 
testa di miosina 


Figura 34.55 Il meccanismo che genera la forza nel muscolo. Le teste: 


di miosina «camminano» lungo il filamento sottile di actina per mez- 
zo di un processo ciclico vettoriale che è alimentato dall’idrolisi del- 
VVATP. È indicata solo una delle due teste indipendenti S1 della mio- 


crono attraverso questa sequenza di reazioni circa cin- 
que volte per secondo ciascuna. In concomitanza con 
la contrazione del muscolo quindi le teste S1 «cammi- 
nano» 0 «remano» lungo i filamenti sottili adiacenti. 
La natura dello stato conformazionale che rende la 
miosina capace di espletare la sua funzione di tra- 
sduttore dell’energia chimica liberata dall’idrolisi di 
ATP nell’energia meccanica del movimento musco- 


x 


lare è oggetto di intenso studio. 


3Formazione del 
ponte trasversale 


sina. La natura dei cambiamenti conformazionali della miosina non 
è nota, sebbene la suscettibilità alla proteolisi dei legami S1-52 e 
52-LMM suggerisca che questi siti abbiano la flessibilità a cerniera 
indicata nel disegno. 


C. Il controllo della contrazione muscolare 


1768] I muscoli striati sono, per la maggior parte, sotto 
il controllo volontario; la loro contrazione è cioè sca- 
tenata da impulsi dei nervi motori. Come fanno que- 
sti impulsi a scatenare la contrazione muscolare? Per 


rispondere a questa domanda, iniziamo dal livello 
della miofibrilla. 


1769] 1770) 


Fisiologia molecolare 1301 


© 88-08-10538-5. 


Ca?* regola la contrazione muscolare con un 
processo mediato da troponina e tropomiosina 


[769] È noto fin dagli anni ’40 che Ca°* è in qual- 
che modo coinvolto nella contrazione muscolare, ma 
è stato solo nei primi anni ’60 che Setsuro Ebashi 
ha dimostrato che l’effetto di Ca°* è mediato da tro- 
ponina e tropomiosina. Egli dimostrò che l’actomio- 
sina estratta direttamente dal muscolo, e legata quin- 
di a troponina e tropomiosina, si contrae in presenza 
di ATP solo quando è presente anche Ca**, mentre 
l’actomiosina preparata da actina e miosina purifica- 
te si contrae in presenza di ATP indipendentemente 
dalla concentrazione di Ca?*. L’aggiunta di troponi- 
na e tropomiosina al sistema di actina e miosina pu- 
rificate ne ripristina la sensibilità a Ca°*. La tropo- 
nina è stata appunto scoperta attraverso questi espe- 
rimenti. 

La subunità TnC della troponina (Fig. 34.51) è l’u- 
nico componente legante Ca?* del complesso tropo- 
miosina-troponina. La tropomiosina, come abbiamo 
visto, si lega, nel muscolo rilassato, lungo il solco del 
filamento sottile (Fig. 34.50) dove, apparentemente, 
blocca l’attacco delle teste S1 di miosina a sette unità 
di actina consecutive. 

Studi di diffrazione dei raggi X indicano che, quando 
la concentrazione di Ca** raggiunge un livello criti- 
co, una interazione allosterica tra Ca**-troponina e 
tropomiosina determina lo spostamento della tropo- 
miosina di circa 10 angstròm più all’interno nel solco 
del filamento sottile (Fig. 34.56). Si ritiene che questo 
spostamento scopra sull’actina i siti di legame con 
la miosina, scatenando quindi la contrazione musco- 
lare. 

Questo meccanismo di innesco potrebbe anche esse- 
re cooperativo, nel senso che il legame di una testa 
di miosina a una subunità di actina potrebbe sposta- 
re la tropomiosina lontano dagli adiacenti siti di le- 
game con la miosina, determinando un cambiamen- 
to conformazionale che potrebbe, a sua volta, aumen- 
tare l’affinità per il Ca°* della subunità TnC. 


L’impulso nervoso determina il rilascio di Ca?* 
dal reticolo sarcoplasmatico 


770] Per capire come un impulso nervoso influenzi 
la concentrazione di Ca?* in una miofibrilla, dob- 
biamo considerare più in dettaglio l'anatomia delle 
fibre del muscolo striato. Un impulso nervoso in ar- 
rivo a una giunzione neuromuscolare è trasmesso 
direttamente a ogni sarcomero da un sistema di tu- 
buli T o trasversi, delle invaginazioni della mem- 
brana plasmatica della fibra muscolare che circonda- 


(a) Ca?* 


Actina-F 


Ca? 


(b) FA 


Figura 34.56 Controllo della contrazione del muscolo scheletrico ad 
opera della troponina e della tropomiosina. (a) Nel muscolo in con- 
trazione, qui in sezione trasversa, le teste S1 di miosina interagiscono 
liberamente con i filamenti di actina-F (A) e quindi «camminano» lun- 
go gli stessi. (b) Il muscolo si rilassa quando Ca?* si dissocia dalla 
subunità TnC della troponina, muovendo quindi allostericamente. fe 
molecole di tropomiosina (Tm) in posizioni che bloccano stericamen- 
te le interazioni miosina-actina. (Fonte: ZoT, A.S. e POTTER, ].D., An- 
nu. Rev. Biophys. Biophys. Chem., 16, p. 555, 1987.) 


no ogni miofibrilla all’altezza del suo disco Z come 
se fossero un reticolo di piccoli nervi (Fig. 34.57; la 
trasmissione dell’impulso nervoso è l’oggetto del pa- 
ragrafo 34.4C). Tutti i sarcomeri di un muscolo rice- 
vono quindi il segnale di contrarsi entro pochi milli- 
secondi l’uno dall’altro, così che il muscolo si contrae 
come una unità. Il segnale elettrico è trasferito, in 
modo ancora poco chiaro, al reticolo sarcoplasma- 
tico (SR), un sistema di vescicole membranose ap- 
piattite derivate dal reticolo endoplasmatico che cir- 
conda ogni miofibrilla come una calza a rete. La mem- 
brana di SR, che è normalmente impermeabile a 
Ca?*, contiene una Ca?*-ATPasi transmembrana (pa- 
ragrafo 18.3B) che pompa Ca°* dentro SR mantenen- 
do la concentrazione citosolica di Ca?* inferiore a 
10-7M nel muscolo a riposo e superiore a 107îM den- 
tro SR. La capacità di accumulo di Ca°* nel SR è au- 
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bilità al Ca2*+ della membrana plasmatica della cel- 
lula muscolare liscia che, a sua volta, è sotto il con- 
trollo del sistema nervoso autonomo (involontario). 
Quando la concentrazione di Ca?* si alza a 107?M, 
la contrazione del muscolo liscio inizia come abbia- 
mo descritto. Quando la concentrazione di Ca?* ca- 
de a 107?M per azione della Ca°+-ATPasi della mem- 
brana plasmatica, la chinasi della catena leggera del- 
la miosina è inattivata, la catena leggera della miosi- 
na è defosforilata dalla fosfatasi della catena leg- 
gera della miosina; ne consegue il rilassamento del 
muscolo. Ca?* è quindi, come cAMP, un secondo mes- 
saggero che trasmette segnali extracellulari all’inter- 
no di una cellula. Nelle molte situazioni in cui Ca?* 
è un secondo messaggero, la calmodulina o una mole- 
cola simile sono invariabilmente la componente in- 
tracellulare che riceve il segnale. 


L’attività del muscolo liscio 


è modulata da ormoni 


773] Il muscolo liscio risponde anche a ormoni quali 
l’adrenalina (Fig. 54.58, in alto). Il legame dell’adre- 
nalina al suo recettore di membrana attiva la adenili- 
co ciclasi. Il CAMP citoplasmatico che viene generato 
si lega a un dimero regolatorio, R:, di una proteina 
chinasi inattiva, R2C», e determinandone la dissocia- 
zione, libera delle subunità catalitiche attive, C, che 
fosforilano la chinasi delle catene leggere della mio- 
sina. Questo enzima fosforilato lega Ca°*-calmodu- 
lina solo debolmente, cosicché la presenza di adrena- 
lina extracellulare determina il rilassamento del mu- 
scolo liscio. È da notare la somiglianza di questo si- 
stema con quello che controlla il metabolismo del gli- 
cogeno nel muscolo scheletrico (paragrafo 17.3). L’a- 
sma, un disordine respiratorio causato dalla contra- 
zione inappropriata della muscolatura liscia bronchia- 
le, viene spesso trattata con inalazioni di medicamenti 
contenenti adrenalina, che induce il rilassamento dello 
spasmo bronchiale. 

La sequenza di eventi che culmina con la contra- 
zione della muscolatura liscia è intrinsecamente più 
lenta di quella che porta alla contrazione dei muscoli 
scheletrici. La struttura e l'apparato regolatorio del 
muscolo liscio sono consoni alla sua funzione: il man- 
tenimento di una certa tensione per periodi prolun- 
gati, con un consumo di ATP di molto inferiore a 
quello necessario al muscolo scheletrico per eseguire 
lo stesso compito. La somiglianza funzionale e strut- 
turale di TnC alla calmodulina suggerisce che TnC 
sia una variante della calmodulina evolutasi nel mu- 


scolo scheletrico per fornire una risposta rapida alla 
presenza di Ca?*. 
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E. La actina e la miosina 
nelle cellule non muscolari 


[i774] Actina e miosina sono le componenti proteiche 
maggioritarie del muscolo, ma sono anche presenti 
in altri tessuti. L’actina, infatti, è ubiquitaria ed è, 
di solito, la proteina più abbondante nel citoplasma 
delle cellule eucariotiche, rappresentando dal 5 al 10% 
delle loro proteine totali. La miosina, al contrario, 
è di solito presente in quantità pari a un decimo del. 
l’actina. 

Questo rapporto riflette il fatto che l’actina, in ag- 
giunta al suo ruolo nei sistemi contrattili basati sul 
l’actomiosina, partecipa a numerosi altri sistemi mo- 
bili indipendenti dalla miosina ed è il principale com- 
ponente del citoscheletro. 


L’actina forma microfilamenti 


[1775] L’actina muscolare è tutta sotto forma di fila- 
mento sottile. L’actina non muscolare, invece, è quasi 
ugualmente distribuita tra actina-G solubile e fibre 
di actina-F, note come microfilamenti. Il contenu- 
to di actina dei microfilamenti è stato dimostrato 
sia tramite l’analisi di cellule vitali con tecniche di 
immunofluorescenza (Fig. 34.59) sia dall’osservazio- 
ne che i microfilamenti possono essere decorati da 
teste S1 di miosina con formazione di strutture a 
freccia che sono visivamente indistinguibili da quelle 
formate dai filamenti sottili muscolari (Fig. 34.49). 
Tale decorazione è possibile perché l’actina è alta- 
mente conservata in tutto il regno degli eucarioti. 
L’actina delle muffe mucillaginose e quella del mu- 
scolo di coniglio differiscono solo in 17 dei loro 375 
residui. 

L’actina in vitro è monomerica a bassa temperatu- 
ra, bassa forza ionica e pH alcalino. In condizioni fi- 
siologiche, la actina-G polimerizza con un processo 
accelerato dalla presenza di ATP. In vivo, assemblag- 
gio e disassemblaggio dei microfilamenti sono influen- 
zati anche da numerose proteine che legano l’actina. 
Per esempio la profilina, una proteina di 16 kD, che, 
legando la actina-G con un rapporto 1:1, forma un 
complesso chiamato profilactina e previene la poli- 
merizzazione dell’actina. Un caso in cui l’effetto del- 
la profilina si manifesta in modo esemplare è rap- 
presentato dall’incontro tra cellula uovo e spermato- 
zoo in molti invertebrati. Uno spermatozoo di riccio 
di mare, per esempio, possiede un serbatoio di profi- 
lactina nel suo acrosoma, una vescicola sistemata giu- 
sto al di sotto della parte anteriore della testa dello 
spermatozoo. Il contatto con l’involucro gelatinoso 
dell'uovo avvia una reazione che dissocia la profilac- 
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tina per mezzo dell'aumento del pH dell’acrosoma. 
La actina-G così liberata va incontro a una polimeriz- 
zazione «esplosiva» che origina in pochi secondi un 
fascio di filamenti di actina-F lungo 90 um, il pro- 
cesso acrosomiale che, dalla testa dello spermato- 
zoo, si proietta verso l'esterno (Fig. 34.60). Il proces- 
so acrosomiale penetra nell’involucro gelatinoso del- 
l’uovo e inizia la fusione tra uovo e spermatozoo. 

Ci sono evidenze chiare che l'assemblaggio e il dis- 
assemblaggio dei filamenti di actina giocano un ruo- 
lo importante nei processi di motilità cellulare quali 
la locomozione ameboide, la fagocitosi, la citocinesi 
(la separazione delle cellule figlie nell’ultimo stadio 
della mitosi), l'estensione e la retrazione di varie pro- 
tuberanze cellulari quali i microvilli (strutture «a 
dito» che si proiettano all’esterno della superficie cel- 
lulare) e gli assoni neuronali. Queste evidenze speri- 
mentali sorio state ottenute principalmente tramite 
l’uso di farmaci che interferiscono con l’aggregazio- 
ne dell’actina. Per esempio, l’alcaloide fungino cito- 
calasina B (vedi a destra) (che come abbiamo visto 
inibisce il trasporto del glucosio Na*-indipendente; 
paragrafo 18.4A) blocca la polimerizzazione dell’ac- 
tina legandosi specificamente alla parte terminale del 
filamento di actina-F in crescita (cioè all'estremità «spi- 
colata» dei filamenti decorati di S1), inibendo quindi 
la polimerizzazione a partire da quella estremità. Al 
contrario, la falloidina (vedi a destra), un eptapepti- 
de biciclico prodotto dal fungo velenoso Amanita 
phalloides (che sintetizza anche la a-amanitina, un 
composto chimicamente simile che agisce come ini- 


Figura 34.59 | microfilamenti di un fibrobla- 
sto a riposo, adeso alla superficie di una pia- 
stra da coltura, rivelati tramite immunofluo- 
rescenza indiretta con un anticorpo anti-actina. 
Quando la cellula inizia a muoversi, i fila- 
menti si disorganizzano formando una rete 
diffusa; questo suggerisce che l’actina giochi 
un ruolo centrale nel movimento cellulare. 
(Per gentile concessione di Elias Lazarides, Ca- 
lifornia Institute of Technology.) 
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rica solubile (i dimeri af si dissociano solo in presen- 
za di agenti denaturanti). In condizioni fisiologiche, 
però, la tubulina polimerizza formando microtubuli 
tramite un processo in cui ogni molecola di tubulina 
lega due GTP e ne idrolizza uno a GDP + P; durante 
o subito dopo l’incorporazione del dimero «8 in un 
microtubulo. La microscopia elettronica e l’analisi ai 
raggi X indicano che i microtubuli consistono di 13 
protofilamenti paralleli ma sfasati disposti intorno a 
una zona centrale vuota (Fig. 34.64). I protofilamen- 
ti, formati da subunità di a- e di 8-tubulina alternate 
e legate testa-a-coda, vanno tutti nella stessa direzio- 
ne. I microtubuli, di conseguenza, sono entità polari 
come i microfilamenti: l'estremità che cresce più ra- 
pidamente è chiamata l’estremità più, mentre l’altra 
è chiamata l’estremità meno. I microtubuli sono di 
solito orientati in una cellula con la loro estremità 
meno verso un centrosoma (il centro organizzatore 
da cui essi emanano, Fig. 34.63), e la loro estremità 
più verso la periferia della cellula. 

I microtubuli sono soggetti ad assemblaggi e disas- 
semblaggi continui. In una data popolazione di mi- 
crotubuli, infatti, alcuni possono crescere mentre al- 
tri simultaneamente si accorciano. Questa instabili- 
tà dinamica si verifica quando il secondo GTP in 
una unità di tubulina all’estremità più di un micro- 
tubulo viene idrolizzato a GDP prima di essere «co- 
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perto» da un’altra subunità di tubulina, determinan- 
do così la dissociazione rapida dal microtubulo della 
subunità-GDP. In una cellula, il bilancio tra crescita 
netta e accorciamento dei microtubuli dipende dal 
ritmo con cui la tubulina idrolizza il suo secondo GTP 
legato, e dalla disponibilità di subunità GTP-tubulina. 
Anche quando mantengono una lunghezza costante 
i microtubuli non sono comunque statici: essi sono 
sottoposti a un rimaneggiamento continuo per cui 
delle subunità di tubulina vengono aggiunte all’estre- 
mità positiva allo stesso ritmo con cui si dissociano 
dall’estremità negativa. Regolando il ritmo di poli- 
merizzazione della tubulina le cellule presumibilmen- 
te cambiano la propria forma e inducono la forma- 
zione e la dissoluzione di apparati cellulari quali il 
fuso mitotico. 


I farmaci antimitotici inibiscono 
la formazione di microtubuli 


1779] La colchicina 
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Figura 34.64 La struttura ai rag- 
gi X a 18 À di risoluzione di 
un microtubulo accompagna- 
ta da un disegno esplicativo. 
1 microtubuli si possono con- 
siderare composti di 13 proto- 
a , \ filamenti paralleli ma sfalsati 
che, a loro volta, consistono 


SÌ vL di tubulina di subunità alternate di i 
E} B-tubulina legate testa-a-coda. 
Ti {Per gentile concessione di Ge- 
7 fa rald Stubbs, Vanderbilt Univer- 
A sity; e Lorena Beese e Carolyn 
Cohen, Brandeis University.) 
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un alcaloide prodotto dal croco autunnale, inibisce 
i processi cellulari dipendenti dai microtubuli iniben- 
do la polimerizzazione dei protomeri di tubulina. La 
colchicina, per esempio, arresta la mitosi sia in cellu- 
le vegetali che animali durante la metafase (quando 
i cromosomi replicatisi e condensati si allineano all’e- 
quatore cellulare; paragrafo 27.1A) inibendo la for- 
mazione del fuso mitotico. Essa inibisce anche la mo- 
tilità cellulare. 


La colchicina viene usata da secoli per trattare gli at- 
tacchi acuti di gotta (che è causata da elevati livelli 
di acido urico; paragrafo 26.5B). I lisosomi dei leucociti 
che inglobano i microcristalli di urati sono così dan- 
neggiati da questi cristalli a forma di ago che determi- 
nano la lisi cellulare e scatenano la reazione infiam- 
matoria acuta locale responsabile del dolore caratteri- 
stico degli attacchi di gotta. Si pensa che la colchicina 
rallenti i movimenti ameboidi dei leucociti inibendo il 
loro sistema mobile basato sui microtubuli. 


Anche gli alcaloidi della vinca,:vinblastina e 
vincristina 


CHo_ CHg 
OH 


Vinblastina: R=CH3 I 
Vincristina: R=CHO 


prodotti dalla Vinca rosea del Madagascar, inibisco- 
no la polimerizzazione dei microtubuli legandosi al- 
la tubulina. 

Queste sostanze sono largamente usate nella chemio- 
terapia anticancro poiché, bloccando la mitosi, elimi- 
nano preferenzialmente le cellule a elevato ritmo di 
crescita. Curiosamente, la colchicina non è selettiva- 
mente tossica per le cellule neoplastiche. 


1 cigli e i flagelli degli eucarioti 
contengono fasci organizzati di microtubuli 


{780]1 cigli sono organelli, simili a peli, sulla super- 
ficie di molte cellule animali e di piante inferiori, 
la cui funzione è di far scorrere dei fluidi sulla su- 
perficie cellulare o di far muovere cellule singole in 
un fluido. Nell’uomo, per esempio, le cellule epitelia- 


Fisiologia molecolare 


Figura 34.65 Immagine al microscopio a scansione che mostra tanto 
i cigli che rivestono la superficie epiteliale di un bronco umano quan- 
to la superficie arrotondata di un certo numero di cellule a calice, 
secernenti muco. Individui portatori di difetti ereditari dei cigli soffro- 
no di infezioni ricorrenti dell'apparato respiratorio, che derivano dal- 
la loro ridotta capacità di eliminare particelle corpuscolate estranee. 
(Fonte: Kesser, R.G. e KARDON, R.H., Tissues and Organs: A Text-Atlas 
of Scanning Electron Microscopy, p. 210, Freeman, 1979. Copyright 
© 1979 W.H. Freeman and Company. Riprodotto con autorizzazione.) 


li che foderano l’apparato respiratorio portano cia- 
scuna circa 200 cigli che si muovono in sincronia per 
spazzare le particelle estranee intrappolate nel muco 
verso la gola dove vengono eliminate (Fig. 34.65; in- 
dividui affetti da sindrome dei cigli immobili, un 
morbo ereditato in modo recessivo, soffrono di di- 


‘sordini respiratori cronici). I cigli sono relativamen- 


te corti, operano con un movimento simile a una fru- 
sta, e sono presenti in gran numero su di una singola 
cellula. I flagelli degli eucarioti (diversi dai flagelli 
dei procarioti; paragrafo 34.3G), che comprendono 
le code degli spermatozoi oltre che i flagelli di certi 
protozoi, sono invece molto più lunghi, svolgono la 
loro funzione propulsiva con movimenti ondulatori 
e sono presenti in numero di uno o poco più per 
cellula. Ciò nonostante entrambi i tipi di organello 
hanno la stessa architettura di base (i maschi affetti 
da sindrome dei cigli immobili sono solitamente an- 
che sterili poiché anche i loro spermatozoi sono im- 
mobili). 

Un flagello o un ciglio consiste di un fascio di mi- 
crotubuli rivestiti di membrana plasmatica chiama- 
to assonema. Fotografie al microscopio elettronico 
mostrano che un assonema contiene un anello di 9 
microtubuli doppi che circondano 2 microtubuli sin- 
goli per formare un motivo biologico comune cono- 
sciuto come schieramento 9+2 (Fig. 34.66). Ciascu- 
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Figura 34.71 Rappresentazione dello scivolamento dei microtubuli 
esterni in un ciglio in movimento. Quando il ciglio è diritto tutte 
le coppie esterne finiscono allo stesso livello (a/ centro). Il ciglio si 
piega quando le coppie sul lato interno della curvatura scivolano ol- 
tre quelle sul lato esterno (in alto e in basso). 


Queste osservazioni indicano che la motilità ciliare 
è il risultato di un processo sostenuto da ATP che 
richiama il modello dei filamenti che scorrono della 
+ contrazione muscolare: le braccia di dineina di un 
microtubulo «camminano» lungo la sottofibra B adia: 
cente così da far scorrere l’uno sull’altro questi due 
microfilamenti. 

Tuttavia, i legami trasversali tra i microtubuli pre- 
senti in un ciglio intatto impediscono che questo scor- 
rimento superi una certa distanza. Questi legami tra- 
sversali convertono quindi il movimento di scorrimento 
indotto dalla dineina in un movimento di flessione 
dell’intero assonema. Questo modello è sostenuto da 
studi di microscopia elettronica, dove si dimostra che 
nel flagello diritto le coppie esterne hanno la stessa 
lunghezza e terminano allo stesso livello, mentre nel 
flagello piegato le coppie all’interno della piega si 
estendono più in avanti di quelle all’esterno della pie- 
ga (Fig. 34.71). 
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La dineina e la chinesina trasportano 


vescicole ed organelli lungo i microtubuli 


[782] Le cellule eucariotiche, come abbiamo visto (pa- 
ragrafi 11.3F e 21.3B), trasferiscono proteine e lipidi 
tra i loro vari organelli per mezzo di vescicole mem- 
branose. Ma come fanno queste vescicole a trovare 
la strada giusta per la loro destinazione a un ritmo 
ragionevole? La risposta a questa domanda è stata 
data, in parte, attraverso lo studio del trasporto di 
vescicole nell’assone dei neuroni (proiezioni cellula- 
ri che si estendono dal corpo cellulare per una lun- 
ghezza che può arrivare fino a 1 m; Fig. 1.10d). L’e- 
laborazione computerizzata di immagini con mi- 
croscopia a contrasto (i componenti subcellulari so- 
no generalmente più piccoli del potere di risoluzio- 
ne della luce) ha rivelato che le vescicole e persino 
organelli interi come i mitocondri sono trasportati 
con moto unidirezionale nell’assone a una velocità 
di 1-5 um - s_*, che permette loro di percorrere Vin 
tera lunghezza dell’assone più lungo in circa 2 gior- 
ni. Questo spostamento, apparentemente ben deter- 
minato e che si verifica simultaneamente in entram- 
be le direzioni (Fig. 34.72), si muove lungo binari 
filamentosi che sono stati identificati come microtu- 
buli per mezzo di esperimenti di legame con anti 
corpi specifici. 

Quali sono i «motori» che sostengono il trasporto 
di vescicole ed organelli? Ne sono stati identificati 
due tipi: 


1. Le dineine citosoliche, che assomigliano alle di- 
neine a due teste dell’assonema (Fig. 34.69a), tra- 
sportano vescicole ed organelli dall’estremità me- 
no a quella più lungo i microtubuli (verso il cen- 
tro della cellula). Questa evidenza è corroborata 
dall’osservazione che la dineina immobilizzata, as- 
sorbendola ad una superficie di vetro, è in grado 


di trasportare, purché sia fornita di ATP, micro- 


tubuli liberi nella direzione della loro estremità 


più. 

2. La chinesina trasporta vescicole e organelli lun- 
go i microtubuli in direzione da meno a più (lon- 
tano dal centro della cellula) e analogamente, do- 
po assorbimento su di una superficie di vetro, tra- 
sporta microtubuli liberi in direzione della loro 
estremità meno. Questa proteina di circa 600 kD, 
allungata (è lunga —1000 À), assomiglia a miosi- 
na e dineina per il fatto che ha due teste globulari 
che sono le sedi della attività ATPasica e i motori 
del movimento. 


Gli eucarioti quindi hanno tre classi di ATPasi che 
generano forza: miosine, dineine e chinesine. 


1783)1784) 
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Figura 34.72 Una serie successiva di elaborazioni computerizzate di 
immagini ottenute con microscopia a contrasto che illustra due orga- 
nelli (triangoli) che si muovono in direzioni opposte lungo un micro- 
tubulo e si sorpassano a vicenda senza scontrarsi. Il numero nell’an- 
golo in alto a destra di ogni fotografia rappresenta l'intervallo di tem- 
po in secondi con la prima immagine in alto. (Per gentile concessione 
di Bruce Schnapp, Boston Medical Center e Thomas S. Reese, NIH.) 


La dinamina, una nuova classe di nucleotide 
trifosfatasi che producono forza 


1783] Sono state identificate due classi di ATPasi cito- 
plasmatiche che producono forza, interagendo con 
i microtubuli: la dineina citosolica e la chinesina. Re- 
centemente è stato dimostrato che la dinamina, una 
proteina di 100 kD, presenta una attività ATPasica 
attivata dai microtubuli che è diversa da quella della 
dineina e della chinesina. La presenza di dinamina 
induce la formazione di fasci di microtubuli in cui 
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un microtubulo centrale è collegato tramite una se- 
rie elicoidale di ponti di 120 À a cinque o sei micro- 
tubuli non decorati. I ponti sono stati identificati co- 
me dinamina. In seguito all’aggiunta di ATP, i fasci 
si allungano e la maggior parte di essi si frammenta- 
no in fasci più corti e in singoli microtubuli, median- 
te l’espulsione, in alcuni casi, di microtubuli dalle 
estremità del fascio. Questo comportamento sembra 
essere la conseguenza dello slittamento dei microtu- 
buli all’interno del fascio. Si ritiene quindi che la di- 
namina sia una ATPasi che produce forza anche se 
la sua funzione fisiologica rimane sconosciuta. 

La sequenza amminoacidica di 851 residui della di- 
namina, dedotta dalla sequenza del suo gene, pre- 
senta dei segmenti che sono indicativi di un sito le- 
gante il GTP. Anche se era stato precedentemente 
dimostrato che la dinamina presenta una attività ATP- 
asica attivata dai microtubuli, l’analisi della sequen- 
za ha portato alla scoperta che essa è anche una po- 
tente GTPasi attivata dai microtubuli. Questo sugge- 
risce che il GTP sia il substrato fisiologico della dina- 
mina. La chinesina idrolizza anche il GTP ma la sua 
superiore affinità per l’ATP suggerisce che questo 
sia il suo substrato fisiologico. 


G. | flagelli dei batteri 


[1784] L'ultimo aspetto della motilità biologica che 
prenderemo in considerazione è la natura del flagel- 
lo dei batteri. Questo straordinario organello propul- 
sivo genera un vero movimento rotatorio; è un pro- 
pulsore piuttosto che un dispositivo contrattile o pie- 
ghevole. 

Molte specie di batteri, E. coli per esempio (Fig. 
1.3b), «nuotano» attraverso delle soluzioni per mezzo 
di pochi flagelli. I flagelli dei batteri però sono com- 
pletamente differenti da quelli degli eucarioti sia nella 
struttura che nella chimica. Per cominciare, i flagelli 
batterici hanno un diametro di solo 200 À, inferiore 
alla larghezza di un singolo microtubulo, e non con- 
tengono tubulina. Fotografie al microscopio elettro- 
nico (Fig. 34.73) mostrano che i flagelli dei batteri 
sono formati da tre segmenti maggiori (Fig. 34.74): 


1. Il filamento flagellare, che è la porzione premi 
nente, è un’elica strettamente avvolta lunga fino 
a 10 um, e che consiste solo di subunità della pro- 
teina di 55 kD flagellina. 

2. L’uncino flagellare, che è assemblato a partire 
da subunità della proteina dell’uncino, di 42 kD, 
rappresenta una corta struttura ricurva a cui è 
saldato il filamento flagellare. 
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(a) Autocrina 


(c) Endocrina 


(b)  Paracrina 


Figura 34.75 Le comunicazioni ormonali sono classificate in base 
alla distanza a cui agisce il segnale: (a) i segnali autocrini sono diretti 
alla stessa cellula che li produce, (b) i segnali paracrini sono diretti 
alle cellule adiacenti e (c) i segnali endocrini sono diretti a cellule 
distanti con ja mediazione della circolazione del sangue. 


la che li ha rilasciati. L’interleuchina-2, che stimola 

la proliferazione delle cellule T (paragrafo 34.2A), è 

un ormone autocrino. 

2. Gli ormoni paracrini agiscono solo su cellule vi- 
cine a quella che li ha rilasciati. Le prostaglandi- 
ne (paragrafo 23.7) e i fattori di crescita polipepti- 
dici (paragrafo 33.4C) sono esempi di ormoni pa- 
racrini. 

3. Gli ormoni endocrini agiscono su cellule distan- 
ti dal loro sito di rilascio. Gli ormoni endocrini 
quali, per esempio, insulina ed adrenalina sono 
sintetizzati e quindi rilasciati nel torrente circola- 
torio da ghiandole endocrine specializzate e pri- 
ve di dotti. 

Conosciamo già molti aspetti del controllo ormonale. 

Abbiamo già visto, per esempio, come l'adrenalina, 

l’insulina e il glucagone regolino il metabolismo ener- 

getico con la mediazione di cAMP (paragrafi 17.3F 

e 17.3G), come gli ormoni steroidei attivino ì fattori 

di trascrizione e quindi influenzino la sintesi delle 

proteine (paragrafo 33.3B), e come l’adrenalina indu- 

ca il rilassamento del muscolo liscio tramite la me- 
diazione di Ca** (paragrafo 34.3D). In questo para- 
grafo estenderemo queste informazioni in modo si- 
stematico. Prima di fare questo, però, bisogna notare 
che le comunicazioni biochimiche non sono limitate 
ai segnali intra- ed intercellulari. Molti organismi ri- 
lasciano delle sostanze chiamate feromoni che mo- 
dificano il comportamento di altri organismi della 
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stessa specie con azione analoga a quella degli ormo- 
ni. Generalmente i feromoni hanno una funzione di 
attrazione sessuale, ma alcuni hanno altre funzioni 
in specie che mostrano una complessa organizzazio- 
ne sociale. 

Il sistema endocrino umano (Fig. 34.76) produce una 
grande varietà di ormoni (Tabella 34.5) che permet- 
tono al corpo di: 


1. Mantenere l’omeostasi (per esempio, insulina e glu- 
cagone mantengono il livello ematico di glucosio 
entro precisi limiti sia durante un banchetto che 
a digiuno). 

2. Rispondere ad una grande varietà di stimoli ester- 
ni (quale la preparazione per «la lotta o la fuga» 
generata da adrenalina e noradrenalina). 

3. Seguire vari programmi ciclici e di sviluppo (per 
esempio, gli ormoni sessuali regolano il differen- 
ziamento, la maturazione sessuale, il ciclo mestrua- 
le e la gravidanza). 


La maggior parte degli ormoni sono 0 polipeptidi, 
derivati amminoacidici, o steroidi, ma ci sono im- 
portanti eccezioni a questa generalizzazione. In ogni 
caso, risponderanno alla presenza di un ormone solo 
quelle cellule dotate di un recettore specifico per quel 
l'ormone, anche se quasi tutte le cellule dell’organi- 
smo possono essere esposte a quello stesso ormone. 
I messaggi ormonali sono quindi indirizzati in modo 
specifico. 

Nelle pagine che seguono descriveremo le funzio- 
ni ormonali delle varie ghiandole endocrine. In que- 
sta discussione dobbiamo tener presente che queste 
ghiandole non sono solo una collezione di organi se- 
cretori indipendenti, ma formano un sistema di con- 
trollo complesso e interdipendente. Vedremo infatti 
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Figura 34.76 Le principali ghiandole del sistema endocrino dell’uo: 
mo. Anche altri tessuti, come l'intestino per esempio, secernono or- 
moni endocrini. 
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che la secrezione di molti ormoni è sottoposta a un 
controllo a feedback attraverso la secrezione di altri 
ormoni a cui quella stessa ghiandola secretrice rispon- 
de. Molte delle informazioni che abbiamo sulla fun- 
zione ormonale vengono da attente misurazioni del- 
le concentrazioni ormonali e degli effetti delle modi- 
ficazioni di tali concentrazioni sulle funzioni fisiolo- 
giche. Iniziamo quindi descrivendo come si misura 
la concentrazione fisiologica di un ormone. 


Le concentrazioni ormonali si misurano 
con dosaggi radioimmunologici 


789] Le concentrazioni sieriche degli ormoni sono 
estremamente basse, generalmente tra 107! e 
10-7m, e devono quindi essere misurate con metodi 
indiretti. A questo scopo, sono state tradizionalmen- 
te impiegate tecniche di determinazione biologica, 
ma sono generalmente lente, complesse e imprecise. 
Questo tipo di determinazioni è stato quindi soppian- 
tato dai dosaggi radioimmunologici. In questa tec- 
nica, sviluppata da Rosalyn Yalow, la concentrazio- 
ne ignota di un ormone, H, viene determinata misu- 
rando quanto ormone di una quantità nota di ormo- 
ne H radiomarcato, H*, si lega a una quantità fissa 
di anticorpo anti-H, in presenza di H. Questa reazio- 
ne di competizione viene facilmente calibrata prepa- 
rando una curva di riferimento che esprima la quan- 
tità di H* che si lega all’anticorpo come una funzio- 
ne della concentrazione di H. L’alta affinità del ligan- 
de e la specificità degli anticorpi danno al dosaggio 
radioimmunologico i vantaggi di una grande sensi- 
bilità e specificità. 


Gli ormoni delle isole pancreatiche regolano 
l’accumulo e il rilascio 


del glucosio e degli acidi grassi 


1790] Il pancreas è un grosso organo ghiandolare, per 
la maggior parte costituito da una ghiandola eso- 
crina preposta alla produzione di enzimi digestivi 
quali tripsina, RNasi A, a-amilasi, fosfolipasi A, che 
vengono secreti nel duodeno tramite il dotto pancrea- 
tico. Dall’1 al 2% del tessuto pancreatico, però, è rap- 
presentato da gruppi disseminati di cellule noti co- 
me isole di Langerhans, che costituiscono una 
ghiandola endocrina la cui funzione è di mantenere 
l’omeostasi del metabolismo energetico. Le isole pan- 
creatiche contengono tre tipi di cellule, di cui ognu- 
na secerne un ormone polipeptidico caratteristico: 


1. Le cellule a secernono glucagone (29 residui; pa- 
ragrafo 17.3). 
2. Le cellule 8 secernono insulina (51 residui; Fig. 8.4). 
3. Le cellule è secernono somatostatina (14 residui). 
L’insulina, che è secreta in risposta a elevati livelli 
ematici di glucosio, funziona principalmente, come 
abbiamo visto (paragrafo 25.2), stimolando i muscoli, 
il fegato e le cellule adipose ad accumulare il gluco- 
sio per uso successivo sotto forma di glicogeno, pro- 
teine e grassi. Il glucagone, che è secreto in risposta 
a bassi livelli ematici di glucosio, ha praticamente 
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Figura 34.77 La biosintesi di T3 e Ty nella tiroide avviene tramite 
iodazione, riarrangiamento e idrolisi (proteolisi) dei residui Tyr della 
tireoglobulina. Lo ione 17, relativamente scarso, è attivamente seque- 
strato dalla tiroide. 


produzione di questi insoliti amminoacidi iodati ini- 
zia con la sintesi di tireoglobulina, una proteina 
globulare di 660 kD. Questa proteina subisce delle 
modificazioni postraduzionali costituite da una serie 
di reazioni uniche dal punto di vista biochimico (Fig. 
34.77): 


1. Circa il 20% dei 140 residui Tyr della tireoglobuli- 
na vengono iodati a 2,5-diiodo-tyr con una rea- 
zione catalizzata da una iodoperossidasi. 

2. Due di questi residui sono accoppiati per dare T; 
e Ta. La tireoglobulina matura come ormone è di 
per sé inattiva; in seguito a stimolazione ormona- 
le della tiroide vengono prodotte cinque o sei mo- 
lecole di ormone attivo, T3 e T., per proteolisi li- 
sosomiale della tireoglobulina (vedi più avanti). 


© 88-08-10538-5 


Come funzionano gli ormoni tiroidei? T3 e T,, che 
sono sostanze non polari, sono trasportati nella cir- 
colazione sanguigna accoppiati a proteine di traspor- 
to: principalmente alla globulina legante la tiro- 
xina, ma anche a prealbumina e albumina. Gli 
ormoni passano quindi attraverso la membrana cito- 
plasmatica della loro cellula bersaglio nel citoplasma, 
dove si legano a una proteina specifica. Al complesso 
ormone-proteina che ne risulta, e che non entra nel 
nucleo, è attribuito un ruolo di riserva intracitopla- 
smatica di ormoni tiroidei. Il vero recettore degli 
ormoni tiroidei è una proteina cromosomica non 
istonica, e non lascia quindi il nucleo. Il legame di 
questo recettore con T3, e in misura minore con Ty 
ne provoca l’attivazione come fattore di trascrizione, 
la cui attività è visibile come aumento del ritmo di 
sintesi di numerosi enzimi metabolici. Il recettore de- 
gli ormoni tiroidei è infatti analogo ai recettori degli 
ormoni steroidei (paragrafo 33.38). Siti di legame ad 
alta affinità con gli ormoni tiroidei sono anche pre- 
senti sulla membrana mitocondriale interna, sugge- 
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rendo che questi recettori possano direttamente re- 
golare il consumo di O; e la produzione di ATP. 

Livelli anormali di ormoni tiroidei sono patologie 
comuni nell’uomo. L’ipotiroidismo è caratterizzato 
da letargia, obesità e pelle secca e fredda, mentre 
l’ipertiroidismo ha gli effetti opposti. Gli abitanti 
delle aree in cui il terreno è a basso contenuto di 
iodio spesso sviluppano ipotiroidismo, accompagna- 
to da un ingrandimento della tiroide noto come goz- 
zo. La piccola quantità di Nal spesso aggiunta al sale 
da cucina regolarmente commercializzato (sale «io- 
dizzato») è in grado di prevenire facilmente questa 
malattia da carenza di iodio. I cuccioli di mammifero 
necessitano degli ormoni tiroidei per avere uno svi- 
luppo e una crescita normale: l’ipotiroidismo duran- 
te il periodo fetale e immediatamente post-natale pro- 
voca un ritardo fisico e mentale irreversibile, chia- 
mato cretinismo. 


Il metabolismo del calcio è regolato 


dall’ormone paratiroideo, dalla vitamina D 
e dalla calcitonina 


1793] Il Ca*?+ forma l’idrossiapatite, Cas(PO4)30H, il 
costituente minerale maggioritario delle ossa, ed è 
un elemento essenziale in molti processi biologici, 
compresi la mediazione di segnali ormonali come se- 
condo messaggero, l’avvio della contrazione musco- 
lare, la trasmissione degli impulsi nervosi, la coagu- 
lazione del sangue. La concentrazione di Ca°* extra- 
cellulare deve quindi essere strettamente regolata per 
poter essere mantenuta al suo livello normale di 1,2 
mM. Tre ormoni partecipano al mantenimento del. 
l’omeostasi di Ca°* (Fig. 34.78): 


dit (Calcitonina(-)}. Seat 


Figura 34.78 Il ruolo di PTH, vitamina D e calcitonina nel controllo 
del metabolismo del Ca?*. 


1. Il paratormone (PTH), un polipeptide di 84 re- 
sidui secreto dalle ghiandole paratiroidi, aumenta 
la concentrazione di Ca?* nel siero stimolando il 
suo riassorbimento dall’osso e dal rene, e aumen- 
tando l’assorbimento di Ca?+ di origine alimen- 
tare dall’intestino. 

2. La vitamina D, un gruppo di sostanze simil 
steroidee, agisce sinergicamente con PTH per au- 
mentare la concentrazione di Ca°* nel siero. 

3. La calcitonina, un polipeptide di 33 residui sin- 
tetizzato da cellule specializzate della tiroide, ab- 
bassa la concentrazione plasmatica di Ca°* ini- 
bendone il riassorbimento dall’osso e dal rene. 


Discuteremo brevemente delle funzioni di questi or- 
moni. 

Le ossa, il maggior serbatoio di Ca?* del corpo, 
non sono affatto metabolicamente inerti. Esse sono 
continuamente «rimodellate» per azione di due tipi 
cellulari: gli osteoblasti, che sintetizzano le fibrille 
di collageno che formano il grosso della matrice or- 
ganica dell’osso, l’impalcatura su cui viene deposta 
la fase minerale di Cas(POy)30H (paragrafo 7.2C); e 
gli osteoclasti, che partecipano al riassorbimento del- 
l’osso. PTH inibisce la sintesi del collageno da parte 
degli osteoblasti e promuove il riassorbimento dell’osso 
da parte degli osteoclasti. L’effetto principale di PTH 
è tuttavia di aumentare il ritmo a cui il rene elimina 
il fosfato, il controione di Ca?* nell’osso. La conse- 
guente diminuzione di concentrazione plasmatica di 
P; provoca una perdita di Ca;(PO,)30H dall’osso per 
azione sulla massa, e quindi un aumento della con- 
centrazione di Ca?* nel siero. Infine, PTH stimola 
la produzione della forma attiva della vitamina D da 
parte del rene, la quale, a sua volta, aumenta il tra- 
sferimento del Ca?* intestinale al sangue (vedi più 
avanti). 

La vitamina D è un gruppo di sostanze alimentari 
che previene il rachitismo, una malattia infantile 
caratterizzata da arresto della crescita e deformità 
ossee derivanti da insufficiente mineralizzazione del 
l’osso (la deficienza di vitamina D nell’adulto è chia- 
mata osteomalacia, una condizione caratterizzata da 
ossa indebolite e demineralizzate). Sebbene la prima 
descrizione del rachitismo risalga al 1645, solo agli 
inizi del ventesimo secolo è stato scoperto che i gras- 
si animali, in particolare gli olii di fegato di pesce, 
sono efficaci nella prevenzione di questa malattia da 
carenza. Si può prevenire inoltre il rachitismo espo- 
nendo i bambini alla luce del sole o anche solo a dei 
raggi UV di lunghezza d’onda compresa tra 230 e 
313 nm, a prescindere dalla loro dieta. 

Le vitamine D, che come vedremo sono veramente 
ormoni, sono derivati dello sterolo in cui l’anello ste- 
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Gli effetti biologici delle catecolammine sono me- 
diati da due classi di recettori transmembrana, gli 
adrenorecettori a e 6 (noti anche come recettori 
adrenergici). Queste glicoproteine sono state identi- 
ficate, in origine, sulla base delle loro diverse rispo- 
ste ad agonisti (sostanze che si legano a un recettore 
ormonale evocandone per l’appunto la risposta or- 
monale) e antagonisti (sostanze che si legano a un 
recettore ormonale senza evocarne una risposta ma 
bloccando l’azione degli agonisti). Gli adrenorecetto- 
ri 8 ma non gli a, per esempio, sono stimolati dall’i- 
soproterenolo e bloccati dal propanololo, mentre 


gli adrenorecettori a ma non i 8 sono bloccati dalla 
fentolammina. 
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Gli adrenorecettori a e 8, che nei mammiferi sono 
espressi in tessuti separati, generalmente rispondo- 
no alle catecolammine in modo differente e spesso 
opposto. Gli adrenorecettori 8, per esempio, che atti- 
vano la adenilato ciclasi, stimolano la glicogenolisi e 
la gluconeogenesi nel fegato e nei muscoli scheletrici 
(paragrafi 17.3E e 17.3G), la lipolisi nel tessuto adipo- 
so, il rilassamento della muscolatura liscia dei bron- 
chi e dei vasi sanguigni che riforniscono i muscoli 
scheletrici, e aumento dell’attività cardiaca. Al con- 
trario, gli adrenorecettori a, i cui effetti intracellula- 
ri sono mediati sia tramite l’inibizione della adenila- 
to ciclasi (recettori 2; paragrafo 34.4B) sia tramite 
la cascata del fosfoinositolo (recettori @,; paragrafo 
34.4B), stimolano la contrazione della muscolatura li- 
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scia dei vasi sanguigni che riforniscono organi peri- 
ferici come la pelle e i reni, il rilassamento della mu- 
scolatura liscia dell'apparato gastroenterico e l’aggre- 
gazione delle piastrine. La maggior parte di questi 
diversi effetti sono diretti a un fine comune: la mobi- 
lizzazione delle risorse energetiche e il loro dirotta- 
mento dove sono necessarie per preparare il corpo al- 
l’azione improvvisa. 

La diversa distribuzione tissutale degli adrenore- 
cettori a e 8 e dei loro sottotipi, e la loro diversa 
risposta ad agonisti e antagonisti differenti hanno im- 
portanti conseguenze terapeutiche. Il propanololo, per 
esempio, è ampiamente usato nel trattamento dell’i- 
pertensione sanguigna, e protegge le vittime di at- 
tacchi cardiaci da ulteriori attacchi, mentre l’effetto 
broncodilatatore dell’adrenalina la rende clinicamente 
utile nel trattamento dell’asma (paragrafo 34.3D). 

Gli adrenorecettori 8 sono glicoproteine transmem- 
brana che contengono ognuna 7 porzioni di 20-28 
amminoacidi idrofobici, che formano ciascuna un’e- 
lica che attraversa la membrana (Fig. 34.80). Questo 
fascio di 7 eliche è un motivo comune nei recettori. 
Analisi di sequenza indicano che lo si ritrova negli 
adrenorecettori a, nella rodopsina (la proteina fo- 
torecettrice dei bastoncelli della retina), e nei recet- 
tori muscarinici dell’acetilcolina delle sinapsi nervo- 
se (paragrafo 34.4C). Abbiamo già incontrato questa 
struttura a 7 eliche nella nostra descrizione della bat- 
teriorodopsina (paragrafo 11.3A; Fig. 11.26). 


La corteccia del surrene 
sintetizza numerosi steroidi 


[1797] La corticale del surrene produce per lo meno 50 
differenti adrenocorticosteroidi (la cui sintesi è de- 
scritta nel paragrafo 23.6C). Essi sono stati classifica- 
ti in base alle risposte fisiologiche che evocano: 


1. I glucocorticoidi influenzano il metabolismo di 
carboidrati, proteine e lipidi in modo quasi oppo- 
sto a quello dell’insulina, e influenzano una gran- 
de varietà di altre funzioni vitali, comprese le rea- 
zioni infiammatorie e la capacità di far fronte allo 
stress. 

2. I mineralcorticoidi funzionano principalmente 
come regolatori dell’escrezione di sali e acqua da 
parte del rene. 

3. Gli androgeni e gli estrogeni influenzano lo svi 
luppo e la funzione sessuale. Sono prodotti in gran- 
de quantità dalle gonadi e saranno quindi presi 
in considerazione più avanti. 


I glucocorticoidi, di cui i più comuni sono il cortiso- 
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lo (noto anche come idrocortisone) e il corticoste- 
rone, e i mineralcorticoidi, di cui il più comune è 
l’aldosterone, sono tutti composti Ca. 


"*CH30H 


Cortisolo (idrocortisone) CERO 
Cc=0 
H3C 
HO 
H3C 
o E; 
Corticosterone o FR20k 
Il c=0 
HC 
HO 
H3C 
O 
Aldosterone 


Gli steroidi, che non sono solubili in acqua, sono tra- 
sportati nel torrente circolatorio sotto forma di com- 
plesso con la glicoproteina transcortina e, in misu- 
ra minore, con l’albumina. Gli steroidi entrano, in 
apparenza spontaneamente, nella loro cellula bersa- 
glio, dove si legano agli appositi recettori citoplasma- 
tici attivandoli come fattori di trascrizione per pro- 
teine specifiche (paragrafo 33.3B). I glucocorticoidi 
e i mineralcorticoidi, infatti, inducono nei rispettivi 
tessuti bersaglio la sintesi di numerosi enzimi meta- 
bolici. 

L’inibizione della funzione adrenocorticale, per ma- 
lattia o per trauma, provoca una condizione patolo- 
gica nota come morbo di Addison, che è caratte- 
rizzata da ipoglicemia, debolezza muscolare, perdita 
di Na*, ritenzione di K*, alterata funzione cardia- 
ca, perdita di appetito e da una suscettibilità allo stress 
molto aumentata. La vittima, se non viene trattata 
con la somministrazione di glucocorticoidi e mine- 
ralcorticoidi, langue e muore lentamente senza nes- 
sun dolore o sofferenza particolare. Il problema op- 
posto (l’iperfunzione adrenocorticale), di solito cau- 
sato da un tumore della corteccia surrenale o della 
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Figura 34.80 La sequenza amminoacidica del recettore adrenergico 
8 presenta 7 segmenti ciascuno di — 24 residui idrofobici (cerchi mar- 
rone), suggerendo che questa glicoproteina abbia 7 eliche che attra- 
versano la membrana, come nel disegno. (Fonte: DoHLMAN, H.G., 
CARON, M.G. e LerKOWiTz, R.)., Biochemistry, 26, p. 2660, 1987.) 


ghiandola pituitaria (vedi più avanti), è chiamato sin- 
drome di Cushing, ed è caratterizzato da spossatez- 
za, iperglicemia, edema (ritenzione idrica), e da una 
ridistribuzione caratteristica del grasso corporeo che 
produce la cosiddetta «faccia a luna piena». Trattamenti 
prolungati di varie patologie con glucocorticoidi sin- 
tetici provocano una sintomatologia simile. 


Gli steroidi delle gonadi 
mediano lo sviluppo e la funzione sessuale 


1798] Le gonadi (testicoli nel maschio e ovaie nella 
femmina), oltre a produrre spermatozoi e uova, se- 
cernono ormoni steroidei (androgeni ed estrogeni) che 
regolano il differenziamento sessuale, l’espressione dei 
caratteri sessuali secondari, e il comportamento ses- 
suale. Sebbene sia i testicoli che le ovaie sintetizzino 
androgeni ed estrogeni, i testicoli secernono preva- 
lentemente androgeni, che sono quindi noti come or- 
moni sessuali maschili, mentre le ovaie secernono pre- 
valentemente estrogeni, che sono conseguentemente 
chiamati ormoni sessuali femminili. 
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Figura 34.81 Schema dei circuiti di controllo ormonale che indica le 
relazioni che intercorrono tra l'ipotalamo, la ghiandola pituitaria e i 
tessuti bersaglio. | fattori di rilascio e i fattori inibitori del rilascio secreti 
dall’ipotalamo segnalano all’adenoipofisi di secernere o di smettere di 
secernere i corrispondenti ormoni trofici che, a loro volta, stimolano 


tramite inibizione a feedback. | livelli degli ormoni trofici in- 
fluenzano analogamente i livelli dei loro corrispondenti fattori di rilascio. 


(GH) da parte dell'adenoipofisi. GH (chiamato anche 
somatotropina), a sua volta, stimola la crescita gene- 
ralizzata (vedi in Fig. 27.24 un esempio lampante del 
suo effetto). GH accelera direttamente la crescita di 
svariati tessuti (al contrario di TSH, LH e FSH, che 
agiscono solo indirettamente, tramite l’attivazione di 
ghiandole endocrine) e induce la sintesi epatica di una 
serie di fattori di crescita polipeptidici detti somato- 
medine che stimolano la crescita della cartilagine e 
hanno attività insulino-simile. 


TSH, LH e FSH sono tutte glicoproteine «8 che hanno, 
per ogni data specie, tutte la stessa subunità a (di 92 
residui) e una subunità 8 omologa (di 112, 112 e 118 
residui rispettivamente). GH consiste di una singola 
catena polipeptidica di 191 residui (Fig. 34.82), che non 
è correlata con TSH, LH o FSH. 

Il ciclo mestruale e la gravidanza sono esemplari 


per illustrare le interazioni tra sistemi ormonali. Il 


ciclo mestruale umano, di circa 28 giorni (Fig. 34.83), 
inizia durante la mestruazione con un lieve aumento 
del livello di FSH, che dà inizio allo sviluppo di un 
nuovo follicolo ovarico. Con il procedere della sua ma- 
turazione il follicolo secerne estrogeni che rendono 
l’adenoipofisi sensibile al GnRF. Questo processo cul- 
mina con un'ondata di LH e FSH che avvia l’ovulazio- 
ne. Il follicolo ovarico ormai aperto, detto corpo lu- 
teo, secerne progesterone ed estrogeni, che inibisco- 
no ulteriormente la secrezione di gonadotropine da 
parte dell’adenoipofisi e stimolano la mucosa uterina 
a prepararsi per l’impianto di un uovo fecondato. Se 
la fecondazione non avviene, il corpo luteo regredi- 
sce, i livelli di estrogeni e progesterone cadono e si 
ha la mestruazione (la caduta della mucosa uterina). 
La riduzione dei livelli di steroidi permette anche un 
lieve aumento del livello di FSH, che avvia un nuovo 
ciclo mestruale. 

Un uovo fecondato che si sia impiantato nella mu- 
cosa uterina, opportunamente preparata dagli ormo- 
ni, inizia presto a sintetizzare la gonadotropina co- 
rionica (CG), una glicoproteina «8 che ha la stessa 
subunità a di LH e una subunità 8 che è omologa 
per l’80%. CG stimola il corpo luteo a continuare a 
secernere progesterone invece di regredire, e previe- 
ne così una nuova mestruazione. Le attuali analisi di 
gravidanza utilizzano il dosaggio radioimmunologi- 
co, che può diagnosticare la presenza di CG nel san- 
gue o nelle urine già pochi giorni dopo l'impianto 
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Figura 34.82 Struttura ai raggi X dell'ormone della crescita dei suini. 
Le quattro a-eliche della proteina sono rappresentate da bastoncini 
cilindrici e i suoi segmenti non ad elica sono indicati come tubicini 
sottili. L'estremità N-terminale è nell'angolo in alto a sinistra e l’estre- 
mità C-terminale nell'angolo in basso a sinistra. Solo uno dei due 
legami S-S della proteina è visibile da questo punto di vista. (Per gen- 
tile concessione di Sherin S. Abdel-Meguid, Monsanto Co.) 
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Ciclo mestruale (giorni) 


Figura 34.83 Schema della secrezione ormonale durante il ciclo me- 
struale della donna. 


dell'embrione. Molti contraccettivi orali (la pillola) 
contengono derivati del progesterone la cui ingestio- 
ne induce uno stato di pseudogravidanza, nel senso 
che inibisce il picco di FSH e LH a metà del ciclo, 
prevenendo l'ovulazione. 


(1805) La sovrapproduzione di GH, di solito conseguen- 
za di un tumore della ghiandola pituitaria, provoca 
una crescita eccessiva. Se questa condizione morbose 
inizia quando lo scheletro è ancora in crescita, prima 


Fisiologia molecolare 1329 


Figura 34.84 | caratteristici lineamenti accentuati di Akhenaton, il Fa- 
raone che regnò in Egitto dal 1379 al 1262 a. C., suggeriscono forte- 
mente che egli softrisse di acromegalia. (Agytisches Museum, Staadt- 
liche Museen Preussicher Kulturbesitz, Berlino. Foto di Margarete Busing.) 


cioè che le cartilagini di accrescimento si siano ossifi- 
cate, allora questa eccessiva crescita è a carico di tut- 
to il corpo e ne rispetta le normali proporzioni; il 
risultato è il gigantismo. Inoltre, siccome l’eccesso 
di GH inibisce la produzione di testosterone necessa- 
ria per l’ossificazione delle cartilagini di accrescimen- 
to, questi «giganti» continuano a crescere per tutta 
la durata della loro vita, peraltro più corta del nor- 


male. Se però lo scheletro ha già raggiunto la matu- 
rità, GH stimola solo la crescita dei tessuti molli, de- 
terminando l’ingrossamento di mani e piedi e l’ac- 
centuazione dei lineamenti: una condizione chiama- 
ta acromegalia (Fig. 34.84). Il problema opposto, cioè 
la deficienza di GH che determina crescita insuffi- 
ciente (nanismo), può essere trattato prima del rag- 
giungimento della maturità scheletrica con regolari 
iniezioni di GH umano (GH animale è inefficace sul- 
luomo). Poiché inizialmente GH umano poteva esse- 
re ricavato solo dalle ghiandole pituitarie dei cadave- 
ri, non era facilmente disponibile. Di recente, però, 
GH umano è stato sintetizzato con la tecnologia del 
DNA ricombinante, ed è quindi disponibile in quan- 
tità praticamente illimitate. È peraltro attuale la preoc- 
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(R-Lk _ KL+[L] (34.7) 
[R ha Llo I] ° 
Ki L+=z]| [L] 
Ki 


Quando questo rapporto è 0,5 (50% di inibizione), ci 
si riferisce alla concentrazione di competitore come 
Iso. Quindi, risolvendo l'equazione [34.7] con K; pari 
al 50% di inibizione: 


[34.8] 


x 


Usando queste procedure è stato dimostrato, per 
esempio, che l’adrenalina si lega saldamente agli adre- 
norecettori 8 (Ky=5x 1075), che l’agonista isopro- 
terenolo si lega più saldamente (K,=0,4x 1075), 
mentre l’antagonista propanololo si lega ancora più 
saldamente (K,=0,0034x 1075), anche se non è in 
grado di attivare la adenilato ciclasi (paragrafo 34.4A). 
Ulteriori studi con una varietà di adrenalina analoga 
indicano che la funzione amminica dell’adrenalina 
è essenziale per il suo saldo legame all’adrenorecet- 
tore 8, mentre la sua molecola di catecolo è richiesta 
per l'attivazione della adenilato ciclasi. 


Le proteine G mediano l’attivazione 
e la inibizione della adenilato ciclasi 


[1809] La maggior parte degli adrenorecettori e dei re- 
cettori degli ormoni polipeptidici mediano la forma- 
zione di cAMP come secondo messaggero (intracellu- 
lare). cAMP, come abbiamo visto nel caso del meta- 
bolismo del glicogeno (paragrafo 17.3C), attiva o ini- 
bisce vari enzimi o cascate di enzimi promuovendo 
la loro fosforilazione o defosforilazione. Nel paragra- 
fo 33.4C abbiamo visto che quando il recettore or- 


monale per tale sistema lega il corrispondente ormo-. 


ne, attiva un complesso proteina G-GDP di mem- 
brana, stimolandolo a scambiare il suo GDP con GTP. 
Il complesso proteina G - GTP risultante attiva, a sua 
volta, la adenilato ciclasi, ma questa attivazione ha 
vita breve poiché la proteina G idrolizza GTP a 
GDP+P; a un ritmo di 2-3 min”! e, dopo aver fatto 
ciò, ritorna al suo stato inattivo. Ciò nonostante, que- 
sto sistema amplifica il segnale ormonale poiché ogni 
complesso ormone-recettore attiva molte proteine G 
prima di tornare inattivo e ogni complesso proteina 
G-GTP-adenilato ciclasi catalizza, durante la sua esi- 
stenza, la formazione di molto cAMP. 

La proteina G, come mostrato da Alfred Gilman, 


x 


è in realtà più complessa di quanto sì fosse ritenuto 
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inizialmente: essa consiste di tre subunità differen- 
ti, a, 8 e y (45, 39 e 9 KD rispettivamente), tra 
cui è Gy a legare GTP o GDP (Fig. 34.86). Il lega- 
me di Gy-GDP-GgG, al complesso ormone-recettore 
induce Gy, a cambiare il suo GDP legato con un 
GTP e, nel far questo, a dissociarsi da Gg e G,. Il 
legame con GTP diminuisce l’affinità di G, per il 
recettore ormonale attivato mentre aumenta la sua 
affinità per l’adenilato ciclasi. Ne consegue che è 
il legame di Gx-GTP ad attivare la adenilato cicla- 
si. Dopo l’idrolisi finale di GTP catalizzata da Ga, 
il complesso Gy-GDP che ne risulta si dissocia dal- 
l’adenilato ciclasi e si riassocia con GgG, per rifor- 
mare una proteina G inattiva. 

Numerosi tipi di recettori ormonali possono attiva- 
re la stessa proteina G. Questo capita, per esempio, 
nelle cellule epatiche in risposta al legame del corri- 
spondente ormone con i recettori del glucagone e gli 
adrenorecettori 8. In questi casi, la quantità di cAMP 
prodotta è la somma di quella indotta dai singoli or- 
moni. Le proteine G possono agire anche in modi 
diversi, oltre all’attivazione della adenilato ciclasi. Pos- 
sono, per esempio, stimolare l’apertura di canali K* 
nelle cellule cardiache e partecipare al sistema segnale 
del fosfoinositolo (vedi più avanti). 

Alcuni recettori ormonali inibiscono invece che sti- 
molare la adenilato ciclasi. Questi includono gli adre- 
norecettori a» e i recettori per somatostatina e op- 
piacei. L'effetto inibitorio è mediato da proteine G 
«inibitorie», Gi, che probabilmente hanno le,stesse 
subunità 8 e y delle proteine G «stimolatorie», Gs, ma 
una diversa subunità @, Gia (41 KD). G; agisce in mo- 
do simile a G,, nel senso che, dopo il legame con il 
suo recettore ormonale corrispondente, la sua subu- 
nità Gy scambia il suo GDP con GTP e si dissocia 
da GgG, (Fig. 34.86). Giy però inibisce, anziché atti- 
vare, la adenilato ciclasi sia con interazioni dirette 
che, probabilmente, grazie al sequestro di Gs, da 
parte di GgG,, in precedenza liberato. Quest'ultima 
ipotesi è confortata dall’osservazione che le membra- 
ne delle cellule del fegato contengono molta più Gi 
che Gy. In queste cellule l'attivazione di G; liberereb- 
be abbastanza GgG, da legare tutta la Gsa disponibi- 
le. In alcuni sistemi inoltre, GgG.,, potrebbe essa stes- 
sa agire come un mediatore intracellulare. 

Gs e Gi sono membri di un’ampia famiglia di pro- 
teine G trasduttrici del segnale, tutte correlate. Que- 
sta famiglia comprende anche: 


1. Gp, che è un anello nel sistema segnale del fo- 
sfoinositide (vedi più avanti). 

2. La trasducina (Gy), che trasduce stimoli visivi 
accoppiando il cambiamento conformazionale del 
pigmento visivo rodopsina indotto dalla luce al 
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Figura 34.86 Il meccanismo della attivazione/inibizione della adeni- 
lato ciclasi (AC) mediata da un recettore. Il legame di un ormone 
ad un recettore stimolatorio, R; (a sinistra), lo induce a legare una 
proteina G, che, a sua volta, stimola la subunità Gs del proprio tri- 
mero G,yGgG., a scambiare il proprio GDP con un GTP. Il comples- 
so Gy GTP si dissocia quindi da GgG,, e, fino a che catalizza l'i 
drolisi del GTP a GDP, stimola la adenilato ciclasi a convertire ATP 


l’attivazione di una fosfodiesterasi che idrolizza 
3’,5’,GMP ciclico (CGMP) a GMP. 

3. Go, una proteina G di funzione ignota è presente 
in molti tessuti, in particolare cervello e cuore. 


Questa eterogeneità nella famiglia delle proteine G 
è a carico delle subunità 8 e y tanto quanto della 
a. Una cellula può, infatti, contenere parecchie pro- 
teine G di un dato tipo, tutte strettamente correlate, 
che interagiscono con specificità variabile con recet- 
tori ed effettori. Questo complesso sistema di segna- 
lazione, presumibilmente, permette alle cellule di ri- 
spondere in maniera graduale a una grande varietà 
di stimoli. 


I recettori sono soggetti a desensibilizzazione 


810] Una delle caratteristiche peculiari dei sistemi 


in cAMP. Il legame di un ormone ad un recettore inibitorio, R; (a 
destra), scatena una catena di eventi quasi identica tranne che per 
il fatto che la presenza del complesso Gia - GTP inibisce la sintesi 
di cAMP da parte di AC. R3C, rappresenta una proteina chinasi 
cAMP-dipendente la cui subunità catalitica, C, una volta attivata dalla 
dissociazione del dimero regolatorio come R,- cAMP., attiva varie 
proteine cellulari catalizzandone la fosforilazione. 


biologici di trasmissione del segnale è la loro capaci- 
tà di adattarsi a stimolazioni di lunga durata ridu- 
cendo le proprie risposte a quelle stimolazioni stes- 
se: un processo chiamato desensibilizzazione. Que- 
sti sistemi segnale rispondono quindi a variazioni dei 
livelli di stimolazione piuttosto che ai loro valori as- 
soluti. Qual è il meccanismo della desensibilizzazio- 
ne? Nel caso degli adrenorecettori 8 la continua espo- 
sizione alla adrenalina porta alla fosforilazione di uno 
o più residui Ser del recettore. Questa fosforilazione, 
che è catalizzata da una chinasi specifica che agisce 
sul complesso ormone-recettore ma non sul recetto- 
re da solo, diminuisce l’influenza dell’ormone sulla 
proteina G, almeno in parte, riducendo l’affinità di 
legame del recettore dell’adrenalina. Se il livello di 
adrenalina si riduce, il recettore viene lentamente de- 
fosforilato da una fosforilasi e riportato sulla superfi- 
cie cellulare, ripristinando quindi la sensibilità della 
cellula all’adrenalina. 


ini 


è 


csgel ‘094 ‘d ‘ELE ‘an 
EN" { ‘NVAONYVHIVINVI 3 IO ‘N350Y “2 ‘OMINNED “Hd ‘DANBIIS 
PAY NOSVIN SIN VMWIO8NSI "DIA /OVIT ‘7 ‘SN3SSNOD “VW ‘AVID I 
MINO “W'T] AMAZZABLIA "YI ‘(v83899H “A°3 INIHD “N° ‘3g ‘yy ‘HDI 
-1IN :9)U04) ‘EDISEUIYI BUISOI]) BHIAME,] ODNELWISE|dO}15 0]2| 040] jnS 
0uUo0ZUaUoI ‘eUEIQUIALUSUEI) “gf EUNQNS INI a| 3 BuI|nSUl,| UO awe 
-9| Ip nis 1 0UoBuAIUOI ‘Lejnjjasenxa a]juaruelajduio3 ‘0 eNUNQNS INI 


a| Zglo cJaWwENa}019)a UN a BuIjnsui,jjap 210N399! || 68"PE eanDi4 
009 
BOISEUIYO CUISOIN id 
PUAME pe IUIWIOG 
@ 
OI 
VIS 
eonewsejd 
BUEIQUIAIN 
| g eua3:e9 
£ € 
+HN XHN 
ni 
D eUSTeI 
EUISISIO IP 


0991 oluuog SI 


ÎHN 


ÎHN 


ISEUTYO EUISOII) IP EMAINE E] 3JUSUUIOL19]{M BAIN SUI 
“gl eirunqns eunoseto ns IXI mpisai togivads anp ip 
SUOIZETLIO:SOJOME E] 2a ereoseo e aucizeaI eISanb Ip 
ossed OWILIÀ {] JBUIMSUI [ap 31019921 [e BUINSUI [19p 
aweSa] [op Le]josajowri azuanSasuoo 2] cuos ITEnT) 

‘(4979) aprriaprda j[9p eHnosa1o IP 2101}e} [Pp I 
-0339291 TI trend eliosazo Ip LIONE] IP 110}}9091 LIE Ip 
Ionb e nySo]owio cuos ezuanbas elsanb rp Huawsas 1u 
“nov ‘g@ ermunqns elpop ezuanbas elpep Iipumb a ‘Isea) 
-o1d eum ep onasip auy ere a suo ‘F1v-S1y-SAT-S1y 
ezuanbas ip c01seq a}uawta:10] apudadens) un ep ‘w 
erungqns eljop ezuanbas elgep elmias 3 ‘essowuti 2} 
-uawepidei ‘ageutumi9)-N ajeuSas ezuanbas eun mo ul 
eopndadiod eus]e5 ejosuIs eun anco elezziiazuIs 2 
SYNCA IP auo]9 ons [ap ezuanbas erep sonpap IS 3109 
‘go emun.T ‘(6948 ‘F13) oImzposip Huod ep 3}eSa] cu 


-0s ‘EUBIQUIAWISUEI) ‘(impisai 079 IP) g enunqus 2] a 
‘emise zixa ‘(mpisal GIL IP) © EIUNQNS a] MO UI 
geo cI19WIEI]a]}012]}a UN 2 BUInNSur, {ap 310}}3931 II 
‘a]ua[ea09 
opow ul ejeSa] eUI[nsUI 2} u3U3]U09 EUU0]0D PUN ns 
(g£'s oxe1Sesed) eImuizze Ip elpefo;ewuoI9 EUM IP oz 
“zau1 Jad a]}u9S19])9p UoI a]ezzi{ign]os SUBIQUIaLU IP 
auorzeseda1d eun Ep 210)19991 o:sonb auejosi Ip ses 
“292 eno) 01}arg e ossawuIad ey ‘anfues [au eutmsur] 
-[9P 3UOIZEIZUSIUOI ESSEG E] EIEP eIIS0]OISIJ R}ISSSI 
“au eun ‘eUTnsur] U0o 210}}3931 [ap awresa] 0}31)S 
O] ‘0mssa] [ap epuosas e e;0I 3 2501 BI} SJUELIEA 
emo rad ardoo ip otatUnNU UN UCI CISFILUTUELI IP 3] 
<nq[a9 3] 31m} send ip atojiadns efms ajuasazd 3 aY9I 
eueIquiawsue.I) eutajo1door8 eun 3 BUIMSUI jap 2I 
-0}}992. [I ‘918[099]OW 0][aAT] e auoIze[ai eisonb ip au 
-OISIA ‘aperluawutpni imddas ‘eun alane pe o]eIoUTTIOI 
-UI OUIIQGE 2YI EUIMSUI,[[9P 310113931 [IP QUOIZEZ 
-ZI49}} VIBO 9]U99II E] UOI 0]0s a ‘(g£'57 oJeISeIed) 07, 
ruUE I]TSep uIs otpnis Osuzui Ip 01}a550 Eris aJen]]99 
OWISI[OQE}2UU a BUTNSUI P.I} QUOIZE]al e] auU2ggoS [zI8T] 


ISEUIYI BUISOII} UN 2 BUI[NSUI,]]9p 310}}9991 II 


% 


ISEJDIO O]ENruape EI 
aJigrui Ip sostpadun a] ‘tpumb ‘a qL5 un uo 109 
ons pr arerquieos Ip 5) e sostpadui c]sanb sei JN 
‘9l) Eisogui-JAWV 2UI ‘assoLied eljap eursso) EI ‘TY 
94 Ip BOLIAUIPol3}9 eura]jo1d eun sonpord ‘assozi1ad 
e] esonoId 3UI o119NEg JI ‘s1ssnIUAd D]]229pu0g ET 
‘anfues [e outisa] 
“Ur Tep essed uou on ui aYoIod ‘01711 U? 0]Os IMsSS2] 
11}]E SOLE EZUONIuI BOLIS[09 eUISSO] ET ‘0AnNSASIP OP 
“mp Ip emuend runioua 0UI19]Sa ]{e A JEsISALI E IE] 
-1da am[so 3] Opuejowmns “e13]00 [ap ruojurs 1 eDoA0Id 
BOLI9[OI BUISSO] ET[EP O]JOPUI dINWO TP 2IEm[eoejui 
AUOIZEI]UIZUOI ET[OP 3H]OA 007 BOI IP 0UITUNE.T 
‘dINVO IP 2UOIZ 
-ejua9uo0o el[op nuawme Ina: e ejsodsii ui ( £00H 
Tp EIOLI BUITES SUoIZnIos eun) IANSaSIP IPIimnj; cuou 
-1399S 3]UaWUTeULIOU aNUI] OUTISA]UI [ap ITemHoxda ami 
-[99 97 (OAIMNE O]E]S ONS [IU E}EIIO[QAUELULI ISETOIO 0) 
“epuape e] ayo anfasuoo an ‘dL9 240221]04p? 1 290d 
-v9UI 3 VU 1S0]219 030]1USPO VD] 24011310 ANA DIVNISOGLI 
-J0Y ?°59 vuzÌosd DI ‘(9£008 o7esSesed ‘notes 
-na {Sap z-139 0]}uawreSunije Ip a10NeJ [i oSofeue op 
-QUI UI B]ISOGII JV POLIS]JIP BUISSO] E] AUI SJEPIOOLI 
‘og e (Sg) "5 ip SIy agela]e] euajeo eun e 10YVN 
Ep OISOGLI-JAAV RIU. [[9P 0}USWILISJSEI] [I EZZI[EICOI 
2A0p (emi[ao eau cuEI]jua UOU q EHUNQUS 3]) ewS 
-ejdozo jpu creISqH Ipumb a "vw ‘(CX S) *w 2 (CY 72) 
ty :Huawrurel] anp Ul Y BHUNGNS E] OUOpulos 2YI 0I 
“nyposip a]uod un Ip auoIznpLi el[ap a eomijoa}o1d au 


£-8£901-80-88 È 


CEST 240]029]0U VISO]ONSII 


(AS:35 


‘dlD 2IEZzI[01p1 IP 33 
“ededui euia)o1d ejsanb ipuinb apuai 343 
‘.0YN Ip elado pe “© eulajo:d e|jap » 
eniungns ejjns 09iyidads Biy onpisai Un ip 
aUOIZEjISoGli-4(\V B| EZZI[P}B3 EDIJS[OD BU 
-1550) ejjap ‘Vv 03UAWIWEH || gg*peE andiy 


HO HO 


BIEnSOgII-dAV-"*9 


Ì 


HNO O FHI-0-d-0-d—0—tmisouapye 


Il Il 
O O 


i @PIUIBUTIODIN 
H 
N 
tx 
È SHN 
©9113[00 euISSsO] èHop lv wuungns VT 5 i 
(0) 
+IVN 


('QUIDIPAW JO |OOYIS AUS 
“J9AIU(Y PIOJUBIS ‘IGUYI SUEH Ip aUOISSSIUOI aji]uaS Jad) ‘y eNiungqns g| 
epuo2,15 3U> (guawenbijgo o]sin auiBewwi eisanb ui) ajeuoSejuad 
aJeue|d ojjaue un ewioj g eriungns eq ceDIpidi] euelquiaui eun UI 
‘IW0) apisoi|Bue8 ‘a10pa9a! ons je Sgy eula)o1d eisanb opueSaj mop 
“0Jd NeIS OUEJS 3UI 2D1S]0I BUISSO] IP I[EUOISUALUIPIG 1]]B}SLD Ip 03 
-1UOMa|a 0IdOIS019ILI |E ISIEUE aJueIpawi EIELILLIS]Ap eJeIS a eInunns 
e] ‘2D1JA|OI BUISSO] B]jap ajPUOISUALUIPii) BININNS PI /9"pE Panîiz 


S-9£S01-80-82 O 


HO HO 


OH) 


| Il Il 
ES O O 


O-d—_-0)—d 


(O) — MUISOUSPY 


-onsaSip eun Ip ozzaui Jad ‘è0119[05 euISSO) elep 3u 
-0TZeAnie,] BUILMIa]ap 0ss3901d 0]sant) ‘310119991 [Ep 
OJETPalI ISO}DOpua Ip OLUSIUEDIIUI UN UCI EJEZZI]eu.i2] 
-UT SUAIA BOLIA[OI BUISSO] EI ‘(09'£7 a CT'II Yeasered) 
IN apisorsues I ‘atem[[ao atorjiodns erms 310))99 
-aI ons Tr uod auresa] je ommSas ur ‘(035 Sta “gv 
:auorzisoduI0o) V errunqns ele cuIo]uI apeuoSe]uad 
of[jaue un cUEUILIO] 3UYI g emungns anbulo ep eisod 
-u109 ‘XY 29 IP euIsloId EUM 3 EDIIS[03 EUISSO] ET 
‘BoLISneg 
QUOIZEIS3JUI,] ajuaumeoISo[oununwiI aseumtutfa od 13 
-essadau TUIOIS IYpod 1 sian IA ABIdOS Ip 0J0] apauriad 
E19]00 [ap awmia affep unpiad ijes top a enboe Ifop 
ounsiidia ao:jdures Tr ‘MIejui ‘EoIISNeg Bulsso] eun E 
eisodsti E] c]sofInIcA euasasddei (eso e cin un Ip 
NId) sonpur eIs]oo pi aus Ipmbi] ip enpiad eo1Jo1;s 
-21e9 ET ‘1)02 “7 8} QUI0I OUNSI]JUT,] EZZIUO[09 3)USUI 
-29rjduras ewi ‘ninssa] 1 e18SauuEp su apeaui uou 0149 
“1A Ti aUIOA ‘ODISSE]O OSUSS UL SUOIZAZUIT UN 3 UOU EI) 
-ejeuI EInuIs] Elsant) ‘auorze;eupisip J9d sio E EI 
-10d ox]os Ip ‘e1eNÌe1Ì uou as ‘ago azueuodum easseIp 
eum 2 ‘204209 014Q1/ OLIANEG [Ep BlESnEI a[eurisa}uI 
erljejeui gun ‘e.13[03 [ap ajediounid 0wI0)UIS TI [TEST 


“5 euta]o1d e] apueuemizad opow ur opuennge 
ISEJOIO OJE]IUSpe E] E[OUIH}S BIII9]O) BUISSO} E] 


pai 


FE 0]011dv9I FEEL 


1336 Capitolo 34 


1813! 


Pd AIIIIug.uMmMr L l‘'LE‘\‘ imm TIZI AOeAOt*e,Oul. 


del recettore. È stato dimostrato, attraverso studi di 
inattivazione tramite mutazione, che l’attività di ti- 
rosina chinasi di questa proteina, che assomiglia a 
quella di altri recettori di fattori di crescita, è essen- 
ziale, sebbene non necessariamente sufficiente, per 
la trasduzione del segnale da parte del recettore del- 
l’insulina. Si ignora come la subunità a comunichi 
alla tirosina chinasi della subunità 68 che l’insulina 
è stata legata. Forse questa informazione è il risulta- 
to di un cambiamento conformazionale che si propa- 
ga attraverso la membrana cellulare. In alternativa, 
l'aggregazione dei recettori dell’insulina, che avvie- 
ne in risposta al legame con l’insulina, può in qual- 
che modo attivare la tirosina chinasi (si sa che molti 
recettori di superficie aggregano quando legano il 
ligande corrispondente). Qualunque sia il caso, il mec- 
canismo per cui il legame con il ligande attiva la fun- 
zione tirosina chinasica è comune ad altri recettori 
di fattori di crescita. Una proteina chimerica, quin- 
di, geneticamente costruita unendo la porzione ex- 
tracellulare del recettore dell’insulina e i domini ci- 
toplasmatici del recettore di EGF, mostra attività ti- 
rosina chinasica in presenza di insulina. 

I passi successivi nella via di segnalazione dell’in- 
sulina sono oscuri. Molti enzimi cellulari, compresi 
la glicogeno fosforilasi (paragrafo 17.3C), la piruvato 
deidrogenasi (paragrafo 19.2B), e la ormone-sensibile 
triacilglicerolo lipasi (paragrafo 23.5), sono defosfori- 
lati in risposta alla stimolazione insulinica. L’insuli- 
na, però, promuove anche la fosforilazione di speci- 
fici residui Ser e Thr su numerose altre proteine cel- 
lulari. Una spiegazione di queste osservazioni è che 
le proteine chinasi e fosfatasi responsabili siano atti- 
vate dalla fosforilazione, catalizzata dal recettore del- 
l’insulina, dei loro residui Tyr oppure Ser e Thr. Tut- 
tavia non è stata ancora trovata una proteina che sia 
identificabile senza ambiguità come il bersaglio fi- 
siologico del recettore dell’insulina. È stato quindi pro- 
posto che il recettore dell’insulina funzioni attivan- 
do le proteine chinasi C del sistema di segnalazione 
del fosfoinositide descritto più avanti. 


Ca?*, inositolo trifosfato e diacilglicerolo 
sono secondi messaggeri intracellulari 


[813]! segnali ertracellulari determinano spesso un 
aumento transitorio della concentrazione citoplasma- 
tica di Ca?* che, a sua volta, attiva una grande va- 
rietà di enzimi attraverso la mediazione della calmo- 
dulina e dei suoi omologhi. Abbiamo visto, per esem- 
pio, che un aumento della concentrazione citoplasma- 
tica di Ca°* induce processi cellulari così diversi co- 
me la glicogenolisi e la contrazione muscolare. Qual 
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è la fonte di questo Ca?* e come entra nel citopla- 
sma? In certi tipi di cellule, i neuroni per esempio 
(paragrafo 34.4C), Ca?* proviene dal liquido extra- 
cellulare. Tuttavia, l'osservazione che l’assenza di 
Ca?+* extracellulare non inibisce certi processi me- 
diati da Ca** ha portato alla scoperta che, in certi 
casi, Ca*+ citoplasmatico deriva da serbatoi intracel- 
lulari, regioni specializzate del reticolo endoplasma- 
tico detti calciosomi (il reticolo sarcoplasmatico del 
muscolo). Degli stimoli extracellulari che portino al 
rilascio di Ca** devono quindi essere mediati da un 
segnale intracellulare. Il primo indizio sulla natura 
di questo segnale venne dall’osservazione che la mo- 
bilizzazione intracellulare di Ca?* e il turnover del 
fosfatidilinositolo-4,5-difosfato (PIP:), un compo- 
nente minoritario dello strato più interno della mem- 
brana citoplasmatica, sono strettamente correlati. Que- 
sta informazione ha condotto Robert Michell a pro- 
porre, nel 1975, che l’idrolisi di PIP, è in qualche 
modo associata con il rilascio di Ca°*. 

Studi da parte di Mabel e Lowell Hokin, Michael 
Berridge e Michell, hanno rivelato che PIP. fa parte 
di un importante sistema di secondi messaggeri, la 
cascata del fosfoinositide, che media la trasmissio- 
ne di numerosi segnali ormonali, compresi quelli di 
vasopressina, CRF, TRF, acetilcolina (un neurotrasmet- 
titore; paragrafo 34.4C) e adrenalina (con gli adreno- 
recettori a;). È da notare che questo sistema genera 
fino a tre tipi separati di secondo messaggero me- 
diante la seguente catena di eventi (Fig. 34.90): 


1-3. L’interazione agonista-recettore, attraverso la 
mediazione della proteina G, G,, attiva l'enzima 
integrale di membrana fosfolipasi C a idrolizza- 
re PIP. a inositolo 1,4,5 trifosfato (1P3) e 
sn-1,2-diacilglicerolo (DG). 

4. L’idrosolubile IP3, agendo come un secondo mes- 
saggero, diffonde attraverso il citoplasma al reti- 
colo endoplasmatico da cui stimola il rilascio di 
Ca** nel citoplasma, presumibilmente attraverso 
le sue interazioni con un sistema di trasporto del 
Ca°* legato a ER. 

5. Il Ca?*, a sua volta, stimola svariati processi cel- 
lulari con la mediazione della calmodulina e dei 
suoi omologhi. 

6. Il non polare DG è costretto a rimanere nel piano 
della membrana citoplasmatica dove comunque 
agisce come secondo messaggero attivando la pro- 
teina chinasi C. Questo enzima di membrana (in 
realtà si tratta di una vasta famiglia di enzimi) 
a sua volta fosforila e quindi modula l’attività di 
numerose proteine differenti, compresa la glico- 
geno sintetasi (paragrafo 17.3D) e le catene legge- 
re della miosina del muscolo liscio (che, come si 
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esterno 
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a 


‘Inositolo 
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Figura 34.90 Il ruolo di PIP, nella trasmissione intracellulare del se- 
gnale. (1) Il legame di un agonista ad un recettore della superficie 
cellulare, R, attiva la fosfolipasi C con la mediazione di una proteina 
G (2). La fosfolipasi C catalizza l’idrolisidi PIP, a IP3 e DG (3). L'i- 
drosolubile IP} stimola il rilascio del Ca?* sequestrato nel reticolo 
endoplasmatico (4) che, a sua volta, attiva numerosi processi cellulari 
tramite la calmodulina ed i suoi omologhi (5). Il DG, non polare, 
rimane associato alla membrana dove attiva l’attività di fosforilazione 
della proteina chinasi C, e modula quindi l’attività di numerose pro- 
teine cellulari (6). Quest'ultimo processo di attivazione richiede an- 
che la presenza del lipide di membrana fosfatidilserina (PS) e di Cart 


ricorderà, sono anche fosforilate dalla chinasi del- 
le catene leggere della miosina; paragrafo 34.3D). 
DG, che è prevalentemente 1-steroil-2-arachido- 
nil-sn-glicerolo, è ulteriormente degradato in al- 
cune cellule ad arachidonato, il substrato obbliga- 
torio per la biosintesi di prostaglandine, prostaci- 
cline, tromboxani e leucotrieni. Questi ormoni pa- 
racrini, come abbiamo visto (paragrafo 23.7), me- 
diano o modulano una grande varietà di funzioni 
fisiologiche. 


1814] Per essere efficace come secondo messaggero 
una sostanza deve essere rapidamente eliminata una 
volta che ha trasmesso il messaggio. cAMP, per esem- 
pio, è idrolizzato a AMP da una fosfodiesterasi speci- 
fica (paragrafo 17.3C). I derivati metilati delle purine 
caffeina, un componente del caffè, e teofillina, pre- 
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sente nel tè, sono infatti degli stimolanti in parte per- 
ché inibiscono questa fosfodiesterasi. 
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IP3 e DG sono rapidamente riciclati per formare PIP; 
attraverso la via metabolica biciclica schematizzata 
nella Fig. 34.91. È stato ipotizzato che alcuni di que- 
sti inositoli fosfato, così come molti altri non illustra- 
ti nella Fig. 34.91, possano anche agire come moleco- 
le segnale in certe cellule, aumentando quindi la ca- 
pacità di un organismo di rispondere a stimoli com- 
plessi. È interessante notare che l’enzima che cataliz- 
za l’idrolisi di inositolo-1-fosfato OP), la IP, fo- 
sfatasi, è inibita da Li*. L’effetto terapeutico del 
Li* nel controllo della fase depressiva in individui 
sofferenti di crisi maniaco-depressive suggerisce che 
questa malattia mentale sia causata da una aberra- 
zione nel sistema segnale del fosfoinoside nel cervel 
lo, che forse causa una anormale attivazione dei re- 
cettori che mobilizzano il Ca°*. 
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se di regolatori della crescita cellulare. Esiste infatti 
l’affascinante possibilità che le PTPasi possano essere 
«oncogeni recessivi» dato che l’inattivazione/perdita 
di entrambe le copie del gene di una PTPasi potreb- 
be portare a un aumento dell’attività di fosforilazio- 
ne in tirosina in un modo che richiama l’aumento 
causato dalle PTK non regolate codificate dagli onco- 
geni (paragrafo 33.4C). 


C. La neurotrasmissione 


1816] Negli animali superiori, le comunicazioni inter- 
cellulari più rapide e complesse sono mediate da im- 
pulsi nervosi. I neuroni (le cellule nervose, Fig. 1.10d) 
trasmettono elettricamente questi segnali per tutta 
la loro lunghezza (comunemente superiore a 1 m ne- 
gli animali più grandi) come onde viaggianti di cor- 
renti ioniche. La trasmissione del segnale tra neuro- 
ni, così come tra neuroni e muscoli o ghiandole, è 
di solito mediata chimicamente da neurotrasmettito- 
ri. Nell’ultima parte di questo paragrafo discutere- 
mo degli aspetti sia elettrici che chimici della tra- 
smissione dell'impulso nervoso. 


Gli impulsi nervosi sono propagati 
per azione di potenziali d’azione 


1817]1 neuroni, come altre cellule, generano gradienti 
ionici attraverso la loro membrana cellulare per azio- 
ne di pompe ione-specifiche. In particolare, una 
(Na*-K*)-ATPasi (paragrafo 18.3A) pompa K* den- 
tro il neurone e Na* fuori dal neurone per genera- 
re concentrazioni intra- ed extracellulari di questi io- 
ni simili a quelle elencate nella Tabella 34.6. Il conse- 
guente potenziale di membrana AY attraverso una 
membrana cellulare è descritto dalla equazione di 
Goldman, una estensione dell’Eq. [18.3] che prende 
esplicitamente in considerazione le diverse permea- 
bilità di membrana dei vari ioni: 


RT, EP. [C(out)]+ EP[Alin] 
AY= “aa in x 
F EP, [Clin)]+ £P{[A(out)] 


[34.9] 


in cui C ed A rappresentano cationi e anioni rispet- 
tivamente, e, per semplicità, è stata fatta l’assunzio- 
ne, ragionevole dal punto di vista fisiologico, che so- 
lo ioni monovalenti abbiano concentrazioni signifi- 
cative. Le quantità di P, e P,, i rispettivi coefficien- 
ti di permeabilità dei vari cationi e anioni, sono 
indicative di quanto rapidamente gli ioni corrispon- 
denti attraversino la membrana (ognuna è uguale al 
coefficiente di diffusione dello ione corrispondente 
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attraverso la membrana diviso per lo spessore della 
membrana; paragrafo 18.2A). È da notare che l’Eq. 
[34.9] si riduce all’Eq. [18.3] se si assume che i coeffi- 
cienti di permeabilità di tutti gli ioni mobili siano 
uguali. 

Applicando l’Eq. [34.9] ai dati della Tabella 34.6 e 
assumendo una temperatura di 25°C otteniamo 
AY= — 83mV (negativo all’interno), che è in accordo 
con i potenziali di membrana misurati sperimental- 
mente nelle cellule dei mammiferi. Questo valore è 
in qualche misura più grande del potenziale di equi- 
librio di K*, il valore di AY= — 91 mV ottenuto as- 
sumendo che la membrana sia permeabile solo agli 
ioni K+ (Pya+ = Pa1- = 0). Il potenziale di membrana 
è generato da una differenza sorprendentemente pic- 
cola della distribuzione di ioni attraverso la mem- 
brana; solo circa 1 coppia/milione viene separata dal- 
la membrana, con l’anione che va al lato citoplasma- 
tico e il catione che va all’esterno. Il campo elettrico 
che ne risulta è ciò nondimeno ingente secondo stan- 
dard macroscopici: assumendo uno spessore di mem- 
brana tipico di 50 À, esso è quasi 170000 V - cm-!. 

Un impulso nervoso consiste di un’onda di depola- 
rizzazione transitoria nota come potenziale d’azio- 
ne che corre lungo una cellula nervosa. Un microe- 
lettrodo impiantato in un assone (il lungo processo 
che parte dal corpo della cellula nervosa) registrerà 
che durante i primi 0,5 ms di un potenziale d’azione 
AY va dal suo potenziale di riposo di circa — 60 mV 
a circa +30 mV (Fig. 34.92a). Questa depolarizzazio- 
ne è seguita da una quasi altrettanto rapida ripola- 
rizzazione, oltre il potenziale di equilibrio fino al po- 
tenziale di equilibrio di K* (iperpolarizzazione), se- 
guita da un più lento ritorno al potenziale di riposo. 
Qual è l'origine di questo complicato comportamen- 
to elettrico? Nel 1953, Alan Hodgkin e Andrew Hux- 
ley hanno dimostrato che il potenziale d’azione è il 
risultato di un aumento transitorio della permeabili- 
tà della membrana al Na* seguito, in una frazione 
di millisecondo, da un aumento transitorio della per- 
meabilità al K* (Fig. 34.92b). 

[818] Le variazioni della permeabilità ione-specifica 
che caratterizzano un potenziale d’azione derivano 
dalla presenza di proteine di membrana trans 
assoniche che funzionano come canali sensibili al 
voltaggio Na*- e K*-specifici. Appena un impulso 
nervoso raggiunge un dato settore della membrana 
di una cellula nervosa, l’aumentato potenziale di 
membrana induce l'apertura transitoria dei canali 
Na* così che ioni Na* diffondono dentro la cellula 
nervosa al ritmo di circa 6 000 ioni - ms”! per cana- 
le. Questo aumento di Py2+ determina l’aumento di 
AY (Equazione [34.9]) che, a sua volta, induce l’aper- 
tura di altri canali Na* ecc., portando quindi.a un 
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Tabella 34.6 Concentrazioni ioniche e coefficienti di per- 
meabilità di membrana nei mammiferi 


(Gre Cellula Sangue Coefficiente di 
(mM) (mm) permeabilità (cm - s7°) 
Kt 139 4 5x 1077 
Na* 12 145 5x 107? 
CIC 4 116 1x 1078 
XT* 138 9 0 


3 Xx rappresenta macromolecole che sono cariche negativamente in condi- 
zioni fisiologiche. 


Fonte: DarneLL, }., LODISH, H. e Bartimore, D., Molecular Cell Biology, pp. 618 
e 725, Scientific American Books, 1986. 


ingresso esplosivo di Na* nella cellula. Prima però 
che questo processo possa raggiungere il potenziale 
di equilibrio del Na* di circa +60 mV, si aprono 
i canali K* (aumenta Pg+) mentre si:chiudono i ca- 
nali Na* (Pya+ ritorna al suo valore di riposo). AY 
quindi cambia di segno e passa i limiti del suo po- 
tenziale di riposo per avvicinarsi al suo valore di 
equilibrio per K*. Infine si chiudono anche i cana- 
li K* e quel settore della membrana ritorna al suo 
potenziale di riposo. I canali Na*, che rimangono 
aperti solo 0,5-1 ms, non si riapriranno fino a che 
la membrana sarà tornata al suo stato di riposo, 


limitando quindi il ritmo di eccitazione dell’as- 
sone. 
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Figura 34.92 La curva in funzione del tempo di un potenziale d’azio- 
ne. (a) La membrana dell’assone subisce una rapida depolarizzazione 
seguita da una quasi altrettanto rapida riperpolarizzazione e da un 
lento ritorno al potenziale di riposo. (b) La depolarizzazione è causa- 
ta da un aumento transitorio della permeabilità a Na* (conduttan- 


Un potenziale d’azione è avviato da un aumento 
di circa 20 mV in AY che va a circa — 40 mV. I poten- 
ziali d’azione quindi si propagano lungo un assone 
perché l’aumento iniziale del valore di AY in un dato 
settore di membrana dell’assone innesca il potenziale 
d’azione in un settore di membrana adiacente che fa 
lo stesso su un settore a esso adiacente e così via (Fig. 
34.93). L'impulso nervoso è quindi continuamente am- 
plificato così che l'ampiezza del suo segnale rimane 
costante per tutta la lunghezza dell’assone (al contra- 
rio, un impulso elettrico che viaggia lungo un filo 
viene dissipato, come conseguenza degli effetti di re- 
sistenza e capacitivi). Poiché però lo scompenso ioni- 
co relativo responsabile del potenziale di riposo della 
membrana è lieve, solo una piccola frazione del gra- 
diente Na*-K* di una cellula nervosa è scaricato da 
un singolo impulso nervoso. Un assone può quindi 
trasmettere un impulso nervoso ogni pochi ms sen- 
za pause. Questa capacità di «sparare» rapidamente 
è una caratteristica essenziale delle comunicazioni 
neuronali: poiché gli impulsi nervosi hanno tutti la 
stessa ampiezza, l’ordine di grandezza dello stimolo 
è trasmesso dal ritmo a cui «spara» il nervo. 


Il canale Na* sensibile al voltaggio 


Sos 


è il bersaglio di numerose neurotossine 


1819] Le neurotossine si sono dimostrate strumenti 
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Permeabilità al K* 


Permeabilità ioniche (mmho + cm7?) 


(6) si 2 3 4 
Tempo (ms) 

za), mentre l’iperpolarizzazione deriva da un aumento più prolunga- 

to della permeabilità a K* che inizia una frazione di millisecondo 


più tardi. (Fonte: Hopckin, A.L. e Huxtey, A.F., /. Physiol., 117, p. 
530, 1952.) 
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Figura 34.95 (a) Fotografia al microscopio elettronico di fibre nervose 
mielinizzate in sezione trasversa. La barra rappresenta 0,1 um di lun- 
ghezza. La guaina di mielina che circonda un assone è la membrana 
plasmatica di una cellula di Schwann che, crescendo a spirale intor- 
no a un assone, espelle il suo citoplasma dagli spazi tra gli strati 
di membrana. Il doppio strato lipidico della membrana che risulta 
così raddoppiato, e che si avvolge tra le 10 e le 150 volte intorno 
all'assone, è un buon isolante elettrico a causa del suo contenuto 
lipidico particolarmente alto (79%). (Per gentile concessione di Ce- 
dric Raine, Albert Einstein College of Medicine of Yeshiva Universi- 
ty.) (b) Un disegno schematico di un assone mielinizzato in sezione 
longitudinale che mostra come nei nodi di Ranvier (gli intervalli tra 
cellule di Schwann adiacenti) la membrana assonica sia in contatto 
con l'ambiente extracellulare. Una depolarizzazione generata da un 
potenziale di azione a un nodo salta, per conduzione ionica, lungo 
l'assone mielinizzato (frecce colorate) al più vicino nodo a valle, do- 
ve induce un nuovo potenziale di azione. Gli impulsi nervosi negli 
assoni mielinizzati sono quindi trasmessi per conduzione saltatoria. 
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rente ionica, un meccanismo che è intrinsecamente 
molto più veloce della propagazione continua di un 
potenziale d'azione, ma che è anche dispersivo. I no- 
di funzionano come stazioni di amplificazione che 
mantengono l’intensità dell'impulso elettrico duran- 
te il suo viaggio lungo l’assone. Senza l'isolamento 
dato dalla mielina l'impulso elettrico sarebbe troppo 
attenuato per la perdita di ioni attraverso la mem- 
brana e per effetto capacitivo per poter avviare un 
potenziale d’azione al nodo successivo. Infatti, la scle- 
rosi multipla, una malattia autoimmune in cui le 
fibre nervose del cervello e del midollo spinale sono 
demielinizzate, determina deficienze neurologiche se- 
rie e spesso fatali. 


I neurotrasmettitori trasmettono 
gli impulsi nervosi attraverso le sinapsi 


[1821] Le giunzioni in cui viene trasmesso il segnale 


Ranvier 


da un neurone a un altro, a un muscolo, a una ghian- 
dola sono chiamate sinapsi. Nelle sinapsi elettri- 
che, che sono specializzate nella trasmissione rapida 
del segnale, le cellule sono separate da un intervallo, 
la fessura sinaptica, di soli 20 À, per cui il poten- 
ziale d'azione che arriva al versante presinaptico dello 
spazio può depolarizzare la membrana postsînaptica 
quanto basta ad avviarne direttamente il potenziale 
d’azione. L'intervallo di >200 À che si trova tra la 
maggior parte delle sinapsi rappresenta però una di- 
stanza troppo grande per questo tipo di accoppia- 
mento elettrico diretto. In queste sinapsi chimiche 
l’arrivo di un potenziale d’azione stimola il rilascio 
da parte del neurone presinaptico di una sostanza 
specifica, chiamata neurotrasmettitore, che diffon- 
de attraverso la fessura sinaptica e si lega al recetto- 
re corrispondente sulla membrana postsinaptica. Nel- 
le sinapsi eccitatorie, il legame del neurotrasmetti- 
tore stimola la depolarizzazione della membrana, av- 
viando in questo modo un potenziale d’azione nella 
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membrana postsinaptica. Al contrario, il legame del 
neurotrasmettitore nelle sinapsi inibitorie altera la 
permeabilità della membrana postsinaptica in modo 
da inibire il potenziale di azione e attenuare così i 
segnali eccitatori. Qual è il meccanismo per cui l’ar- 
rivo di un potenziale d’azione stimola il rilascio di 
un neurotrasmettitore, e in che modo il suo legame 
a un recettore altera la permeabilità della membra- 
na postsinaptica? Per rispondere a questi interrogati- 
vi prendiamo in esame come funzionano le sinapsi 
colinergiche, quelle sinapsi cioè che usano l’acetil- 
colina (ACh) come neurotrasmettitore. 
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Si conoscono due tipi di sinapsi colinergiche: 


1. Quelle che contengono recettori nicotinici (re- 
cettori che rispondono alla nicotina). 

2. Quelle che contengono recettori muscarinici (re- 
cettori che rispondono alla muscarina, un alca- 


loide prodotto dal fungo velenoso Amanita mu- 
scaria). 


Nelle prossime pagine ci concentreremo sulle sinap- 
si colinergiche che contengono recettori nicotinici, 
poiché questo tipo di sinapsi è stato caratterizzato 
molto bene ed è presente in tutte le giunzioni neuro- 
muscolari eccitatorie nei vertebrati e in numerosi 
punti del sistema nervoso. 


Gli organi elettrici dei pesci elettrici sono 
una fonte abbondante di sinapsi colinergiche 


1822} Lo studio della funzione sinaptica è stato molto 
facilitato dalla scoperta che l’omogeneizzazione del 
tessuto nervoso determina il distacco delle estremità 
presinaptiche e il loro riassemblaggio sotto forma di 
sinaptosomi. L’uso di sinaptosomi, che possono es- 
sere facilmente isolati tramite ultracentrifugazione 
su gradiente di densità, offre il vantaggio di una ma- 
nipolazione e analisi senza interferenze da parte di 
altri componenti dei neuroni. 


La fonte più abbondante di recettori colinergici che 
si conosca sono gli organi elettrici della anguilla elet- 
trica di acqua dolce Electrophorus electricus e dei pe- 
sci elettrici marini del genere Torpedo. Gli organi elet- 
trici, che questi organismi usano per stordire o ucci- 
dere la loro preda, sono formati da colonne di circa 
5000 cellule piatte e sottili chiamate elettroplassi, 
che iniziano il loro sviluppo come cellule muscolari 
ma perdono poi il loro apparato contrattile. Un lato 
di un elettroplassi è estesamente innervato e ha una 
alta resistenza elettrica, mentre il lato opposto è pri- 
vo di innervazione e ha bassa resistenza elettrica. En- 
trambi i lati mantengono un potenziale di membra- 
na di riposo di circa —90 mv. In seguito a stimola- 
zione da parte di un neurone, tutte le membrane 
innervate di una colonna di elettroplassi si depola- 
rizzano simultaneamente arrivando a un potenziale 
di circa +40 mV, determinando una differenza di 
potenziale attraverso ogni cellula di 130 mV (Fig. 
34.96). Poiché i 5 000 elettroplassi di una colonna so- 
no collegati in serie come le pile di una torcia elettri- 
ca, la differenza di potenziale totale attraverso la co- 
lonna è di 5000x0,130 V=650 V, quanto basta per 
uccidere un essere umano. : 


Il rilascio di acetilcolina è stimolato da Ca?* 


[1823] ACh è sintetizzata in prossimità dell’estremità 
presinaptica di un neurone per trasferimento di un 
gruppo acetilico dall’acetil-CoA alla colina in una rea- 
zione catalizzata dalla colina acetiltransferasi. 


bid i SCA + 0 CHO CIT, 
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acetiltransferasi 
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Acetilcolina 

La maggior parte di questa ACh è sequestrata nelle 
vescicole sinaptiche, di circa 400 À di diametro e 
contenenti ciascuna circa 10* molecole di ACh. 

L’arrivo di un potenziale d’azione alla membrana 
presinaptica stimola l’apertura di canali Ca* sen- 
sibili al voltaggio. Il risultante flusso di Ca?* ex- 
tracellulare all’interno del terminale presinaptico sti- 
mola, a sua volta, l’esocitosi delle vescicole sinaptiche 
di modo che l’ACh da esse contenuta venga rilasciata 
nella fessura sinaptica (Fig. 34.97). Il ragno vedova 
nera trae vantaggio da questo sistema: la proteina 
altamente neurotossica contenuta nel suo veleno, la 
a-latrotossina (di 130 kD), provoca un rilascio mas- 
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Figura 34.99 La struttura ai raggi X della a-cobratossina, una neuro- 
tossina di 71 residui del veleno del cobra Naja naja siamensis, che 
si lega specificamente al recettore di ACh in modo da inibirne l'aper- 
tura. Le neurotossine a-bungarotossina ed erabutossina, presenti nel 
veleno di serpenti correlati, hanno struttura simile ai raggi X. | residui 
conservati ritenuti essenziali per la tossicità di queste neurotossine 
sono colorati come indicato nella didascalia della Fig. 34.94. (Per 
gentile concessione di Michael Carson, University of Alabama, Bir- 
mingham. Struttura ai raggi X determinata da Wolfram Saenger.) 


gato alla superficie della membrana postsinaptica 
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(il numero di turnover della acetilcolina esterasi è 
k-a:= 14000 s7!; l’efficienza catalitica dell'enzima, 
Kcat/Km= 1,5x 105M7!-s, è vicina al limite controlla- 
to dalla diffusione, così che essa risulta l'enzima ca- 
talitico quasi perfetto; paragrafo 13.2B). I prodotti, 
acetato e colina, vengono ritrasportati al terminale 
presinaptico per il loro riciclaggio ad ACh. 

La acetilcolina esterasi è una serina esterasi; cioè 
il suo meccanismo catalitico assomiglia a quello delle 
serina proteasi quali la tripsina. Questi enzimi, come 
abbiamo visto nel paragrafo 14.3A, sono inibiti irre- 
versibilmente dagli alchilfosfofluoridati quali il dii- 
sopropilfosfofluoridato (DIPF). Composti analoghi qua- 
li il tabun e il sarin 
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sono infatti gas nervini degli arsenali bellici per la 
loro efficiente inattivazione della acetilcolinesterasi 
umana, che determina paralisi derivante dal blocco 
dell’impulso nervoso colinergico e conseguente mor- 
te per soffocamento. La succinilcolina 
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che è usata come miorilassante in chirurgia, è un 
agonista di ACh che, sebbene sia rilasciato rapida- 
mente dai recettori per ACh, è idrolizzato lentamen- 
te dalla acetilcolina esterasi. La succinilcolina produ- 
ce quindi una depolarizzazione persistente della plac- 
ca terminale. I suoi effetti hanno vita breve, però, 
perché viene idrolizzata rapidamente dalla butirril- 
colina esterasi, un enzima epatico e plasmatico re- 
lativamente non specifico. 


Gli amminoacidi e i loro derivati 
funzionano come neurotrasmettitori 


[1826] Il sistema nervoso dei mammiferi impiega come 
neurotrasmettitori più di 30 sostanze. Alcune di que- 
ste sostanze, come la glicina e il glutammato, sono 
amminoacidi; molte altre sono prodotti di decarbos- 
silazione di amminoacidi o loro derivati (spesso defi- 
niti come ammine biogene). Come abbiamo visto 
nel paragrafo 24.4B le catecolammine dopammina, 
noradrenalina e adrenalina sono sintetizzate se- 
quenzialmente dalla tirosina, mentre l’acido 
y-amminobutirrico (GABA), istammina e serotonina 
sono derivati rispettivamente di aspartato, istidina 
e triptofano (Fig. 34.100). Vedrete che molti di questi 
composti sono sostanze attive come ormoni presenti 
nel sangue. Poiché tuttavia il cervello è isolato dalla 
circolazione generale da un sistema di filtrazione se- 
lettiva chiamato barriera emato-encefalica, la pre- 
senza di queste sostanze nel sangue non ha effetto 
diretto sul cervello. L’uso degli stessi composti sia 
come ormoni che come neurotrasmettitori non sem- 
bra avere un significato fisiologico ma, piuttosto, si 
pensa che rifletta l’opportunismo evolutivo di adat- 
tare a nuovi ruoli i sistemi già disponibili. 

L’uso di tecniche di colorazione selettiva ha stabili- 
to che ciascuno dei diversi neurotrasmettitori è usa- 
to in regioni precise e spesso rigorosamente localiz- 
zate del sistema nervoso centrale. I vari neurotra- 
smettitori non sono, ciò nondimeno, semplici equi- 
valenti funzionali dell’acetilcolina. Molti di loro han- 
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Figura 34.100 Una selezione di neurotrasmettitori. 


no ruoli fisiologici distinti. Per esempio, sia GABA 
che glicina sono neurotrasmettitori inibitori piutto- 
sto che eccitatori. I recettori di queste sostanze sono 
canali regolati dal ligande che sono selettivamente 
permeabili a C1l- cosicché la loro apertura tende a 
iperpolarizzare la membrana (rende il suo potenzia- 
le di membrana più negativo) piuttosto che a depola- 
rizzarla. Un neurone inibito in questo modo deve 
quindi essere depolarizzato più intensamente del so- 
lito per poter avviare un potenziale d’azione (notate 
che questi neuroni rispondono a più di un tipo di 
neurotrasmettitore). Si ritiene che l’etanolo, la droga 
psicoattiva più antica e più largamente usata dall’uo- 
mo, agisca inducendo i recettori di GABA nel cervel- 
lo ad aprire i loro canali CI”. 

La natura della risposta di un neurone a un neuro- 
trasmettitore dipende più dalle caratteristiche del re- 
cettore corrispondente che dall’identità del neurotra- 
smettitore. Così, come abbiamo visto, i recettori ni- 
cotinici dell’ACh, che stimolano la contrazione rapi- 
da del muscolo scheletrico, rispondono ad ACh en- 
tro pochi millisecondi depolarizzando la propria 
membrana postsinaptica. Al contrario, il legame di 
ACh ai recettori muscarinici per ACh nel muscolo 
cardiaco inibisce la contrazione muscolare per un pe- 
riodo di parecchi secondi (numerosi battiti cardiaci). 
Questo effetto viene ottenuto per mezzo dell’iperpo- 
larizzazione della membrana postsinaptica tramite 
la chiusura di canali K* altrimenti aperti. I neuro- 
trasmettitori ad azione lenta possono agire inducen- 
do la formazione di un secondo messaggero come 
CAMP. Il cervello, infatti, ha la più alta concentrazio- 
ne di chinasi cAMP-dipendenti di tutto il corpo. Il 
legame delle catecolammine ai loro rispettivi recet- 
tori sui neuroni evidentemente attiva, con la media- 
zione di adenilato ciclasi e CAMP, le proteine chinasi 
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che fosforilano i canali ionici alterando le proprietà 
elettriche dei neuroni. L’effetto ultimo di questo pro- 
cesso può essere sia eccitatorio che inibitorio. Notate 
che le catecolammine hanno meccanismi simili di at- 
tivazione del recettore sia quando funzionano come 
ormoni che come neurotrasmettitori. 


I neuropeptidi sono neurotrasmettitori 


[1827] La lista di polipeptidi attivi come ormoni che 
agiscono anche come neurotrasmettitori è lunga e in 
continua crescita. Non è sorprendente, forse, notare 
che sono in questa categoria i peptidi oppiacei 
B-endorfina, met-encefalina e leu-encefalina, così co- 
me i fattori di rilascio ipotalamici TRF, GnRF e soma- 
tostatina. Quello che è meno scontato è che numero- 
sì polipeptidi gastrointestinali compresi gli ormoni 
gastrina, secretina e colecistochinina (CCK) possono 
anche agire come neurotrasmettitori in regioni pre- 
cise del cervello, come fanno gli ormoni ipofisari os- 
sitocina, vasopressiria e, probabilmente, la proteina 
correlata al gene della calcitonina (CGRP; la cuì tra- 
duzione è descritta nel paragrafo 33.3C). Tali neuro- 
peptidi differiscono dai più semplici neurotrasmet- 
titori per il fatto che sembrano provocare modelli 
di comportamento complessi. Per esempio, l’iniezio- 
ne intracranica di un nanogrammo di vasopressina 
in un ratto aumenta di molto la sua capacità di ap- 
prendere e ricordare nuovi compiti. Analogamente, 
l’iniezione di GnRF in un ratto maschio o femmina 
li induce ad assumere le rispettive posizioni tipiche 
dell’accoppiamento. 

Come funzionano questi neuropeptidi è solo uno dei 
molti enigmi della funzione e organizzazione del cer- 
vello. 
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minati polimeri sintetizzati dai batteri, di batteri in- 
teri, e di cellule ospiti che siano infettate da determi- 
nati virus. Il sistema del complemento è rigorosamen- 
te regolato mediante l’instabilità strutturale di certe 
proteine del complemento attivate, mediante la de- 
gradazione di componenti del complemento ad opera 
di proteasi specifiche come la proteina legante C4b, 
e mediante il sequestro di componenti del complemento 


determinato dal legame specifico con proteine come 
l’inibitore di C1 e la proteina S. 


La motilità 

Le fibre del muscolo scheletrico sono formate da mio- 
fibrille a bande che sono a loro volta costituite di fila- 
menti spessi e filamenti sottili interdigitati. I filamenti 
spessi sono composti quasi interamente di miosina, 
una proteina dimerica con due teste globulari e un 
segmento a bastoncino allungato formato da due a- 
eliche superavvolte. Le molecole di miosina si aggre- 
gano per le loro estremità in un arrangiamento rego- 
lare a scaglioni formando il filamento spesso bipola- 
re. I filamenti sottili consistono principalmente di ac- 
tina, una proteina globulare (actina-G) che polimeriz- 
za per formare un filamento a doppia elica destrorsa 
(actina-F) in cui ogni unità monomerica è in grado 
di legare una singola testa di miosina. Il filamento 
sottile contiene anche altre due proteine, la tropomio- 
sina e la troponina. La tropomiosina è una proteina 
eterodimerica che consiste principalmente di due a- 
eliche intrecciate che si avvolgono intorno al solco del- 
l’elica di actina-F. La troponina è formata da tre sub- 
unità: TnC, un omologo della calmodulina che lega 
Ca**; TnI, che lega l’actina; e TnT, che lega la tropo- 
miosina. Il complesso troponina-tropomiosina regola 
la contrazione muscolare variando l’accesso delle te- 
ste di miosina ai loro siti di legame con l’actina in 
risposta alla concentrazione di Ca?*. 

Studi strutturali indicano che durante la contrazio- 
ne muscolare i filamenti spesso e sottile scorrono l’u- 
no sull’altro. La tensione viene generata attraverso 
un ciclo di reazioni in quattro parti: (1) il legame di 
ATP a una testa di miosina di un filamento spesso 
ne determina la dissociazione da una unità monome- 
rica di actina di un filamento sottile adiacente; (2) 
l’idrolisi, catalizzata dalla niiosina, di ATP a 
ADP+P; «drizza» la conformazione della testa di mio- 
sina facendole assumere un orientamento quasi per- 
pendicolare al filamento spesso; (3) in seguito allo sti- 
molo alla contrazione il complesso testa di miosina- 
ADP-P; si attacca a una unità di actina adiacente; 
(4) l’interazione actina-miosina induce, in quello che 
è l’impulso di forza del ciclo, il rilascio sequenziale 
di P; e ADP con il concomitante ritorno della miosi- 
na alla sua conformazione inclinata, trascinando co- 
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sì il filamento spesso lungo il filamento sottile. La 
ripetizione di tali cicli fa «camminare» le teste di mio- 
sina lungo il filamento sottile adiacente, con conse- 
guente sviluppo della contrazione muscolare. 

La contrazione muscolare è avviata da un aumento 
della concentrazione di Ca?*. Ca?* si lega alla sub- 
unità TnC della troponina e ne determina un cambia- 
mento conformazionale che spinge la tropomiosina ad 
affondare ancora di più nel solco del filamento sottile; 
questo provoca l’esposizione sull’actina di siti leganti 
le teste di miosina e l’avvio quindi della contrazione 
muscolare. Ca?* viene rilasciato dal reticolo sarcopla- 
smatico (SR) in risposta all’impulso nervoso che rende 
le membrane SR permeabili a Ca?*. La concentrazio- 
ne citoplasmatica di Ca** è altrimenti mantenuta a 
livelli molto bassi per azione di Ca?*-ATPasi della 
membrana SR che pompano Ca*°* dentro SR, deter- 
minando così la contrazione muscolare. 

Il muscolo liscio, che è responsabile delle contrazio- 
ni involontarie e durature, è privo del bandeggio del 
muscolo scheletrico. Le sue teste di miosina interagi- 
scono con l’actina quando una delle loro catene legge- 
re è fosforilata a uno specifico residuo Ser. La contra- 
zione del muscolo liscio è ciò non di meno avviata 
da Ca** poiché la chinasi delle catene leggere della 
miosina, l’enzima che catalizza la fosforilazione del- 
le catene leggere della miosina, è attiva solo quando 
è associata con Ca**-calmodulina. La fosfatasi delle 
catene leggere della miosina idrolizza il gruppo fosfa- 
to che attiva la miosina di modo che, in assenza di 
chinasi delle catene leggere in forma attiva, si ha il 
rilassamento del muscolo liscio. Gli impulsi nervosi 
aumentano la permeabilità della membrana cellula- 
re del muscolo liscio al Ca?*, che agisce come un se- 
condo messaggero intracellulare nello stimolare la con- 
trazione del muscolo liscio. I muscoli lisci rispondono 
anche a ormoni come l’adrenalina attraverso la me- 
diazione di cAMP, la cui presenza attiva una protei- 
na chinasi a fosforilare le catene leggere della miosina. 

Actina e miosina sono importanti componenti an- 

che di cellule non muscolari, dove hanno un ruolo sia 
strutturale che funzionale. L’actina non muscolare 
è generalmente in uno stato di equilibrio tra la sua 
forma monomerica actina-G e i microfilamenti poli- 
merici di actina-F. L’assemblaggio e il disassemblag- 
gio dei microfilamenti, come per esempio avviene per 
l’influenza della presenza di proteine che legano l’ac- 
tina come la profilina, ha un ruolo importante nella 
motilità cellulare. Anche la miosina non muscolare 
forma filamenti spessi che, in associazione con i mi- 
crofilamenti, partecipano ai processi contrattili intra- 
cellulari quali il restringimento dell’anello contrattile 
durante la divisione cellulare. 

Il movimento ciliare è un fenomeno a carico dei mi- 
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crotubuli. I microtubuli sono formati dalla proteina 
tubulina, un dimero af8, che polimerizza con la con- 
comitante idrolisi di GTP. Nelle ciglia e nei flagelli de- 
gli eucarioti i microtubuli sono arrangiati in una se- 
rie di 9+2 in cui 9 microtubuli doppi circondano 2 
microtubuli singoli, in un insieme che è legato da tre 
tipi di proteine. Le sottofibre A delle fibre più esterne 
portano ciascuna due braccia di dineina che «cammi- 
nano» lungo le adiacenti sottofibre B, con un processo 
alimentato da ATP. Tuttavia i legami tra fibre adia- 
centi impediscono a queste fibre di scorrere l’una sul- 
l’altra; le ciglia, piuttosto, si piegano, cosa che spiega 
il loro movimento «a remo». Le dineine e la chinesina 
del citoplasma dirigono in senso opposto il trasporto 
delle vescicole lungo i binari rappresentati dai micro- 
tubuli. 

I flagelli dei batteri, che sono responsabili della pro- 
pulsione batterica, sono completamente diversi dai fla- 
gelli degli eucarioti. I flagelli dei batteri consistono 
di un filamento di flagellina, di un ùncino flagellare 
fatto di «proteina dell’uncino», e di un complesso cor- 
po basale che è alloggiato dentro la membrana cito- 
plasmatica del batterio. Il corpo basale è un vero mo- 
tore rotante. Il filamento flagellare e l’uncino sono, 
così, elementi passivi che, come in un propulsore, con- 
vertono il movimento rotatorio del corpo basale in 


una spinta lineare. Il movimento rotatorio del corpo, 


basale è alimentato direttamente dallo scarico del gra- 
diente elettrochimico di protoni generato metabolica- 
mente attraverso la membrana citoplasmatica. 


Comunicazioni biochimiche 

I messaggeri chimici vengono classificati in ormoni 
autocrini, paracrini, o endocrini a seconda che agi- 
scano sulla stessa cellula che li ha secreti, su cellule 
ad essa vicine oppure su cellule distanti. Il nostro cor- 
po possiede un complesso sistema endocrino che con- 
trolla molti aspetti del suo metabolismo. Le cellule 
delle isole pancreatiche secernono insulina e glucago- 
ne, ormoni polipeptidici che inducono l’accumulo o il 
rilascio di glucosio e di grassi rispettivamente da par- 
te del fegato e del tessuto adiposo. Gli ormoni poli- 
peptidici gastrointestinali coordinano vari aspetti della 
digestione. Gli ormoni tiroidei, T3 e Ty, sono derivati 
iodati di amminoacidi che generalmente stimolano il 
metabolismo attivando dei fattori di trascrizione cel- 
lulari. Il metabolismo di Ca?* è regolato dai livelli 
di PTH, vitamina D e calcitonina. PTH e vitamina D 
inducono un aumento della concentrazione ematica 
di Ca?* stimolando il rilascio di Ca** dall’osso e il 
suo assorbimento da parte di rene e intestino, mentre 
la calcitonina ha l’effetto opposto. La vitamina D è 
un derivato steroideo che deve essere introdotto con 
l’alimentazione o sintetizzato mediante esposizione 


x 


alla radiazione UV. La vitamina D, dopo aver subìto 
in fegato e rene un processo sequenziale che la porta 
a 1,25(0H);D, stimola la sintesi di una proteina le- 
gante Ca?* nell’epitelio intestinale. La midollare del 
surrene secerne le catecolammine adrenalina e nora- 
drenalina, che si legano agli adrenorecettori a e B di 
una grande varietà di cellule così da preparare il cor- 
po per la reazione di «combatti o scappa». La cortica- 
le del surrene secerne steroidi glucocorticoidi e mine- 
ralcorticoidi. I glucocorticoidi influenzano il metabo- 
lismo in modo opposto a quello dell’insulina, oltre a 
mediare una grande varietà di altre funzioni vitali. 
I mineralcorticoidi regolano l’escrezione di sale e di 
acqua da parte del rene. Le gonadi secernono gli or- 
moni steroidei sessuali, gli androgeni (ormoni maschili) 
e gli estrogeni (ormoni femminili), che regolano il dif- 
ferenziamento sessuale, lo sviluppo delle caratteristi- 
che sessuali secondarie e i modelli di comportamento 
sessuale. Le ovaie, in aggiunta, secernono progestini- 


. ci, che intervengono nel ciclo mestruale e nella gravi- 


danza. 

L’ipotalamo secerne una serie di fattori di rilascio 
polipeptidici e di fattori di inibizione del rilascio co- 
me CRF, TRE, GnRF e somatostatina, che controllano 
la secrezione dei corrispondenti ormoni trofici dall’a- 
denoipofisi. La maggior parte di questi ormoni trofi- 
ci, come ACTH, TSH, LH e FSH, stimolano le loro ghian- 
dole endocrine bersaglio a secernere gli ormoni corri- 
spondenti. L’ormone della crescita agisce direttamen- 
te sui tessuti e stimola il fegato a sintetizzare i fatto- 
ri di crescita noti come somatomedine. Il ciclo mestrua- 
le è il risultato di un complesso gioco di ormoni ipota- 
lamici, adenoipofisari e steroidi sessuali. L’adenoipo- 
fisi secerne anche peptidi oppiacei che hanno sul si- 
stema nervoso centrale effetti simili all’oppio. La neu- 
roipofisi isecerne i polipeptidi vasopressina, che sti- 
mola il rene a trattenere acqua, e ossitocina, che sti- 
mola le contrazioni uterine. 

I recettori sono proteine di membrana che legano 
il loro ligande secondo le leggi dell’azione di massa. 
I parametri che descrivono il legame di un ligande 
radiomarcato al suo recettore possono essere deter- 
minati da una curva di Scatchard. Le costanti di dis- 
sociazione di altri ligandi per lo stesso sito di legame 
del recettore possono essere determinate mediante stu- 
di di competizione di legame. Gli effetti intracellulari 
della maggior parte degli ormoni polipeptidici e delle 
catecolammine sono mediati da secondi messaggeri 
come cAMP. Il legame dell’ormone a certi recettori sti- 
molatori attiva la subunità Gsy di una proteina G 
stimolatoria a rimpiazzare il suo GDP con un GTP, 
rilasciare le subunità GgG, ad essa associate e atti- 
vare la adenilato ciclasi a sintetizzare cAMP. L’atti- 
vazione continua fino a che Gs idrolizza spontanea- 
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Introduzione 


Questo è il secondo Supplemento annuale al testo. 
In questo anno la letteratura biochimica ha continuato 
la sua crescita e sono nate alcune nuove riviste di 
particolare interesse. È quindi sempre più importan- 
te per lo studente (e per l’insegnante) seguire la let- 
teratura. Questo Supplemento a Biochimica può esse- 
re utilizzato anche per questo scopo. 

Il supplemento contiene le novità del 1992 suddivi- 
se nelle varie parti del testo in cui meglio si adatta- 
no. Poiché le limitazioni dello spazio a disposizione 
non consentono molto di più di una breve discussio- 
ne dei vari argomenti, il lettore interessato potrà, in 
ogni caso, avvalersi delle voci bibliografiche perti- 
nenti riportate alla fine di ogni capitolo. Le voci bi- 
bliografiche che non sono precedute da discussione 
o poste sotto la scritta «Bibliografia aggiuntiva» forni. 
scono una copertura dell'argomento in esame, ma 
non sono trattate nel Supplemento. La letteratura 
scientifica riportata in questo aggiornamento del te- 
sto riguarda il periodo che va da metà circa del 1991 
fino alla metà del 1992. La letteratura biochimica de- 
gli anni precedenti è già inserita nel testo. 

In vista di altri Supplementi o di una nuova edizio- 
ne del testo, saremo particolarmente grati a coloro 
che vorranno darci suggerimenti su quale materiale 
deve essere aggiunto, che cosa deve essere tolto e 
che cosa deve essere riorganizzato. Potete indirizza- 
re i vostri commenti a Nedah Rose, Chemistry edi- 
tor, John Wiley & Son, Inc., 605 Third Avenue, New 
York, NY 10058, U.S.A. 


Donald Voet Judit G. Voet 


© 88-08-10538-5 


Supplemento 1992 


CAPITOLO 5 
Tecniche per la purificazione delle proteine 


BIBLIOGRAFIA 


HARRINGTON, M.G., GUFEMAN, D., ZEWART, T., YUN, M. e 
HooOD, L., (1991), «Analytical and micropreparative two- 
dimensional electrophoresis of proteins», Methods, 3, pp. 
98-108. 

STRAHLER, J.R. e HANASAH, S.M., (1991), «Immobilized pH 
gradients: Analytical and preparative use», Methods, 3, 
pp. 109-114. 


CAPITOLO 6 


Strutture covalenti delle proteine 


1. DETERMINAZIONE DELLA STRUTTURA 
PRIMARIA 


BIBLIOGRAFIA 


BLUNDELL, T.L. e DOOLITTLE, R.F. (curatori), (1991) «Sequen- 
ces and topology», Curr. Opin. Struct. Biol, 1, pp. 
319-401. 

FExsELAU, C., (1991), «Beyond gene sequencing: Analysis 
of protein structure with mass spectrometry», Annu. 
Rev. Biophys. Biophys. Chem., 20, pp. 205-220. 

GOVERMAN, J. e Lewis, K., (1991), «Separation of disulfide- 
bonded polypeptides using two-dimensional diagonal 
gel electrophoresis», Methods, 3, pp. 125-127. 


CAPITOLO 7 


Struttura tridimensionale delle proteine 
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1. STRUTTURA SECONDARIA 
BIBLIOGRAFIA 


TonroLo, C. e BENEDETTI, E., (1991), «The polipeptide 
310— helix», Trends Biochem. Sci., 16, pp. 350-353. 


2. PROTEINE FIBROSE 
A. a-cheratina, un'elica nelle eliche 
Difetti di cheratina 


Le cheratine sono le principali proteine strutturali 
della pelle. I mammiferi possiedono circa trenta va- 
rianti di cheratina, espresse in maniera tessuto- 
specifica e classificate come famiglie di proteine rela- 
tivamente acide (tipo I) e relativamente basiche (tipo 
Il). I filamenti di cheratina devono contenere almeno 
un membro di ogni tipo. 

La malattia ereditaria epidermolisi bullosa sem- 
plice (EBS) è caratterizzata dalla presenza di bolle 
sulla pelle che derivano dalla rottura delle cellule epi- 
dermiche basali determinata da stress meccanici che 
di solito sono innocui. Le variazioni sintomatiche di 
questa condizione patologica spaziano da forme gra- 
vemente invalidanti, in particolare nella prima gio- 
vinezza, a forme appena accennate. Studi condotti 
su famiglie affette da EBS hanno rivelato che posso- 
no essere presenti anomalie nella sequenza sia della 
cheratina 15 che della cheratina 5, il tipo predomi- 
nante delle cheratine I e II nelle cellule della pelle. 
Questi difetti interferiscono evidentemente con la for- 
mazione dei normali filamenti, dimostrando di con- 
seguenza la funzione del citoscheletro di cheratina 
nel mantenere l’integrità meccanica della cellula. 
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C. Collageno, una fune a tripla elica 


La sindrome di Marfan è determinata 
da difetti nella fibrillina 


La sindrome di Marfan, una malattia autosomica do- 
minante del tessuto connettivo, è caratterizzata da 
deformità scheletriche, come membra e dita lunghe 
e sottili, e da anomalie cardiovascolari in particolare 
aneurismi aortici, che spesso portano ad una morte 
prematura. Anche se, come è stato riportato nel te- 
sto, la malattia di Marfan era considerata originaria- 
mente una patologia a carico del collageno, studi re- 
centi di genetica molecolare hanno dimostrato che 
questa condizione è causata da difetti nella fibrilli- 
na, una glicoproteina con una massa molecolare di 
35 kD scoperta di recente e facente parte delle miofi- 
brille elastiche che compongono il tessuto connettivo. 


BIBLIOGRAFIA 


LeE, B. et al., (1991), «Linkage of Marfan syndrome and 
a phenotypically related disorder to two different fi- 
brillin genes», Nature, 352, p. 330. 

Dietz, H.C., et al., (1991), «Marfan syndrome caused by a 
recurrent de novo missense mutation in the fibrillin ge- 
ne», Nature, 352, p. 337. 


Bibliografia aggiuntiva 


ENGEL, J. e PRocKOP, DJ., (1991), «The zipper-like triple eli- 
ces and the effects of mutations that disrupt the zip- 
per», Annu. Rev. Biophys. Biophys. Chem., 20, pp. 
137-152. 

ProckoP, DJ., (1992), «Mutations in collagen genes as a cau- 
se of connettive-tissue diseases», New Engl. J. Med., 336, 
pp. 540-546, 


LA 


3. PROTEINE GLOBULARI 
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4. STABILITÀ DELLE PROTEINE 


Le proteine globulari hanno densità interne compa- 
rabili a quelle dei cristalli delle sostanze organiche 
in quanto le catene laterali all’interno di una protei- 
na si adattano le une alle altre in modo complemen- 
tare. Per stabilire se questo fenomeno è un determi 
nante importante della struttura delle proteine, 67 
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do la struttura ai raggi X della ciclofilina in comples- 
so con un tetrapeptide contenente la sequenza Ala- 
Pro, si è potuto stabilire che il tetrapeptide si lega 
alla ciclofilina in una fessura profonda localizzata sulla 
superficie della proteina, in modo che il legame Ala- 
Pro sia nella conformazione trans. Misure all’NMR 
hanno suggerito che i residui della ciclosporina A 
che si legano alla ciclofilina interagiscono con il sito 
di legame del tetrapeptide. 

La struttura ai raggi X della FKBP in complesso con 
1°FK506 indica che l’FK506 si lega in una cavità idro- 
fobica poco profonda sulla superficie della proteina 
con il singolo gruppo amidico dell’FK506 nella con- 
formazione trans. Questo stesso gruppo amidico as- 
sume però la conformazione cis nella struttura ai rag- 
gi X dell’FK506 libero. Sia nell’FK506 libero che in 
quello legato, un gruppo carbonilico, adiacente a quel- 
lo amidico, giace su un piano perpendicolare a quel- 
lo del gruppo amidico. Questa organizzazione potreb- 
be mimare la relazione ortogonale che esiste tra il 
gruppo carbonilico dell’amide rigirata del peptidil- 
prolil ed il piano dell’anello della prolina. Questo seg- 
mento dell’FK506 ricorda quindi lo stato di transizio- 
ne della reazione della peptidil-prolil cis-trans isome- 
rasi e ciò implica anche che l’FKBP possa facilitare 
questo processo legando preferenzialmente il grup- 
po peptidil-prolil allo stato di transizione (la catalisi 
da legame dello stato di transizione è discussa nel 
paragrafo 14.1F). La ciclofilina potrebbe agire con un 
meccanismo analogo. 

La ciclosporina A e 1’FK506 sono agenti molto effi- 
caci nel prevenire il rigetto di un organo trapiantato 
e nel trattamento di malattie autoimmuni. Prima della 
scoperta della ciclosporina A all’inizio degli anni ’80 
erano piuttosto rari gli organi trapiantati che soprav- 
vivevano per tempi lunghi (1’FK50, un immunosop- 
pressore anche più potente, sta iniziando le prove 
cliniche in questo periodo). Le proprietà immunosop- 
pressive sia della ciclosporina A che dell’FK506 deri- 
vano dalla loro capacità di impedire la trascrizione 
dei geni coinvolti nell’attivazione dei linfociti T (la 
risposta immunitaria è discussa nel paragrafo 34.2). 
I complessi della ciclofilina con la ciclosporina A e 
dell’FKBP con l’FK506, ma non queste sostanze da 
sole, si legano competitivamente ed inibiscono la fo- 
sfatasi Ca?* e calmodulina-dipendente nota con il no- 
me di calcineurina. Questo enzima partecipa alla 
via di segnale iniziata dal recettore delle cellule T 
che è responsabile dell’attivazione dei linfociti T (que- 
sta via di attivazione è descritta nel paragrafo 34.48). 
Non vi sono quindi ovvie relazioni tra le proprietà 
immunosoppressive e l’attività rotamasica delle im- 
munofiline. Variazioni mutazionali che distruggono 
l’attività rotamasica non eliminano però la sua capa- 
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cità di legare la ciclosporina A e di inibire la calci- 
neurina. Ciò suggerisce che la ciclosporina A e l’FK506 
possano mimare gli effetti di alcune sostanze natura- 
li che modulano la risposta immunitaria. 
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3. EVOLUZIONE STRUTTURALE 
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CAPITOLO 9 


Emoglobina: funzione di una proteina 
in un microcosmo 


2. STRUTTURA E MECCANISMO 
C. Cooperatività del legame dell'ossigeno 


Proprietà di legame dell’ossigeno 
da parte dei cristalli di emoglobina nello stato T 


I cristalli di deossiemoglobina ottenuta da una solu- 
zione concentrata di sali si rompono, come dice il 
testo, se vengono esposti all’ossigeno come conseguen- 
za della grande variazione della struttura quaterna- 
ria dell'emoglobina che si ha a seguito dell’ossigena- 
zione. I cristalli di deossiemoglobina che sono stati 
ottenuti in soluzioni di glicole polietilenico (PEG, un 
polimero organico idrofilico neutro) rimangono in- 
tatti durante l’ossigenazione. Le forze che tengono 
insieme questo reticolo sono sufficienti a prevenire 
variazioni della struttura terziaria determinate dal 
legame del ligande che accompagnano di norma la 
transizione T —> R. 

Il legame dell’ossigeno a questi cristalli cresciuti in 
PEG non è cooperativo e viene a mancare l’effetto 
Bohr. Il modello simmetrico dell’allosterismo stabili 
sce che questa mancanza di cooperatività deriva dal- 
l’assenza di variazioni della struttura quaternaria che 
normalmente trasmettono le informazioni riguardan- 
ti lo stato di legame del ligande da una subunità al- 
l’altra. Analogamente il meccanismo di Perutz spie- 
ga l'assenza di un effetto Bohr come una conseguen- 
za della stabilità dei ponti salini che si rompono in- 
vece durante la transizione T —> R. Questi studi di 
legame dell’ossigeno hanno stabilito che le subunità 
a hanno un’affinità per l’ossigeno circa doppia ri- 
spetto:a quella delle subunità 8. 
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Una emoglobina umana ricombinante 
che può essere usata in sostituzione del sangue 


Con il moltiplicarsi dei casi di AIDS è diventato sem- 
pre più importante disporre di un sostituto del san- 
gue libero da patogeni. L’emoglobina umana libera 
(HbA), sia derivata dal sangue che ottenuta con tec- 
niche di DNA ricombinante (paragrafo 28.8), non 


è idonea per questi scopi in quanto la sua affinità 
per l’ossigeno in assenza di BPG (che viene sintetiz- 
zato dagli eritrociti e ne resta all’interno) è troppo 
elevata per scaricare quantità sufficienti di ossigeno 
ai tessuti e poiché i tetrameri extracellulari di emo- 
globina 28 si dissociano nei dimeri af che vengo- 
no allontanati dal circolo da parte del rene (che nel 
fare ciò va incontro nel tempo a danni irreversibili). 
Queste difficoltà sono state evitate producendo, me- 
diante l’ingegneria genetica, una variante dell’emo- 
globina. 

La dissociazione del tetramero modificato viene pre- 
venuta con la formazione di legami trasversali cova- 
lenti tra il residuo N-terminale Val di una subunità 
a con il residuo C-terminale Arg dell’altra catena, 
mediante un residuo di Gly (nella deossiHbA questi 
residui terminali sono tra loro associati da un ponte 
salino e quindi la congiunzione dei due con un resi- 
duo di Gly non dovrebbe provocare una distorsione 
del tetramero di Hb, cosa che è stata confermata dal 
l’analisi della struttura della proteina ai raggi X). L’af- 
finità per l’ossigeno della variante Hb era ridotta me- 
diante l’introduzione della mutazione Asn 
G10(108)8 —> Lys (Hb Prebysterian). 

Esperimenti su ratti e su topi hanno stabilito che 
l’emoglobina con il legame trasversale, rispetto a 
quella libera, possiede un emivita 3-4 volte più lun- 
ga e non provoca danni al rene. 
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3. EMOGLOBINE ANORMALI 
A. Patologia molecolare dell'emoglobina 


L’emoglobina Ypsilante può avere una struttura 
quaternaria composita 


Le strutture ai raggi X suggeriscono che per l’HbA 
sono possibili soltanto le conformazioni quaternarie 
tipiche dello stato T e dello stato R; stati intermedi 
tra i due sono stericamente proibiti. Come fa l’emo- 
globina a cambiare la sua conformazione da uno di 
questi stati quaternari all’altro? La struttura dell’e- 
moglobina Ypsilante [Asp G1(99)8 — Tyrl può for- 
nirci la risposta. 
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CAPITOLO 11 


Lipidi e membrane 


3. MEMBRANE BIOLOGICHE 


B. Modello del mosaico fluido 
della struttura della membrana 


Struttura ai raggi X della porina batterica, una 
proteina che forma canali transmembrana 


La membrana esterna dei batteri gram-negativi (pa- 
ragrafo 10.3B), che li protegge da un ambiente ostile, 
deve essere permeabile alle molecole di sostanze nu- 
trienti, piccole, ma polari. La membrana esterna con- 
tiene grandi quantità delle proteine che formano ca- 
nali chiamate porine che di solito sono trimeri, con 
una massa molecolare tra 30 e 50 kD, e permettono 
il passaggio di soluti.con una massa inferiore a 600 
D. Le porine sono presenti anche negli eucarioti, in 
particolare nella membrana esterna dei mitocondri 
e dei cloroplasti (questa è un’altra prova della discen- 
denza di questi organelli dai batteri; paragrafo 1.2 A). 

La struttura ai raggi X di una porina del batterio 
fotosintetico Rhodobacter capsulatus ci ha rivelato 
che ogni subunità del trimero è costituita da 301 re- 
sidui e contiene un 68-barile con 16 catene antiparal- 
lele che forma un poro attraverso l’asse del barile 
lungo circa 20 À e con un diametro minimo di circa 


8 À. Come ci si può aspettare le catene laterali che , 
si trovano esposte sulla superficie in contatto con la” 


membrana sono non polari, mentre quelle che sono 
disposte sulle pareti interne del canale acquoso sono 
polari. Inoltre, praticamente tutti i residui carichi so- 
no distribuiti in modo tale da avere le cariche positi- 
ve lungo un piccolo arco sulla faccia del poro vicino 
al triplo asse di simmetria del trimero, mentre le ca- 
riche negative formano un lungo arco sulla faccia 
opposta. Il risultante campo elettrico può influenza- 
re la selezione e l’orientamento degli ioni trasportati. 
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C. La membrana dell’eritrocita 


L’ellittocitosi ereditaria è causata da una proteina di 
trasporto degli anioni difettosa 


L’ellittocitosi ereditaria (caratterizzata da globuli rossi 
ellittici e nota anche con il nome di ovalcitosi ere- 
ditaria) è una forma patologica comune in alcune 
regioni del Sud-Est asiatico e della Melanesia. Negli 
eterozigoti la malattia conferisce resistenza alla ma- 
laria ed è apparentemente letale per gli omozigoti. 
È stato ipotizzato che la resistenza alla malaria deri- 
vi dalla maggiore rigidità del globulo rosso di forma 
ellittica (paragrafo 11.3C). Recentemente è stato di- 
mostrato che l’ellittocitosi è determinata da difetti 
nella proteina che trasporta gli anioni attraverso la 
membrana dell’eritrocita. Uno di questi difetti, tra 
i più comuni, consiste di una delezione di nove resi- 
dui che inattiva la proteina trasportatrice. La conse- 
guente ridotta capacità della cellula di importare io- 
ni fosfato o solfato può inibire la crescita e lo svilup- 
po del parassita della malaria. 
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F. Organizzazione delle membrane 
e trasporto mirato delle proteine 


Struttura del dominio che lega il ligande 
del recettore batterico dell’aspartato 


Le cellule ricevono informazioni dal loro ambiente 
mediante recettori proteici transmembrana che, do- 
po il legame del loro ligande specifico, trasmettono 
in qualche modo l’informazione all’interno della cel- 
lula. Dalla sequenza amminoacidica di un certo nu- 
mero di questi recettori transmembrana si è potuto 
stabilire che essi sono costituiti da un dominio extra- 
cellulare che lega il ligande, un dominio transmem- 
brana composto da una o due a-eliche idrofobiche 
e un dominio citoplasmatico che trasmette il segna- 
le. Si pensa che il segnale che il ligande si è legato 
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al dominio extracellulare venga trasmesso al domi- 
nio citosolico mediante un cambio di conformazione 
del dominio transmembrana. 

Le due proteine di membrana la cui struttura ai 
raggi X è stata determinata ad un’elevata risoluzio- 
ne, il centro di reazione fotosintetico dei batteri (pa- 
ragrafo 22.2B) e la porina batterica (vedi sopra), non 
presentano quelle caratteristiche che ci si potrebbe- 
ro aspettare dai recettori transmembrana. È stata an- 
che analizzata la struttura ai raggi X del dominio 
che lega il ligande del recettore per l’aspartato 
del batterio Salmonella typhimurium. La struttura pri- 
maria dell’intera proteina suggerisce che il suo do- 
minio esterno (in realtà periplasmatico) che lega l’a- 
spartato (residui 31-188) è legato al dominio citopla- 
smatico interno (residui 1-6 e 213-552) attraverso due 
o-eliche transmembrana (residui 7-30 e 189-212). Il 
dominio che lega l’aspartato forma un dimero legato 
da un ponte disolfuro ed ognuna delle proteine è co- 
stituita da un fascio di quattro eliche. Due di queste 
eliche di ogni subunità potrebbero continuare senza 
interruzioni attraverso la membrana formando un 
dominio transmembrana costituito da un fascio a 
quattro eliche. Il legame dell’aspartato induce soltanto 
una piccola variazione conformazionale nelle subu- 
nità, ma modifica sostanzialmente l’orientamento re- 
ciproco. È stato proposto che questo cambio confor- 
mazionale venga trasmesso al dominio citoplasmati- 
co, ad una distanza di oltre 60 À, mediante una mo- 
dificazione dell’orientamento o della posizione delle 
eliche transmembrana rigide. 
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La via secretoria 


I dettagli della via secretoria, cioè la sequenza di 
eventi attraverso cui una proteina destinata alla se- 
crezione, all’inserzione nella membrana oppure all’in- 
corporazione nei lisosomi viene modificata e traspor- 
tata alla sua destinazione finale, si stanno rapidamen- 
te chiarendo. Le proteine di nuova sintesi presenti nel 
reticolo endoplasmatico (ER) transitano attraverso una 
serie di compartimenti membranosi distinti, ma fisi- 
camente associati che vengono chiamati con il nome 
collettivo di apparato (o complesso) del Golgi. L’appa- 
rato del Golgi è costituito da tre regioni funzional- 
mente distinte: il reticolo cis del Golgi (CGN), che 
serve per filtrare e recuperare le proteine che devono 


risiedere nell’ER eventualmente sfuggite (paragrafo 
11.3), l'ammasso del Golgi, che è rappresentato da 
almeno tre tipi di cisterne chiamate cis, trans e me- 
diali, ed il reticolo trans del Golgi (TGN) attraverso 
il quale le proteine modificate vengono inviate alla 
loro destinazione cellulare finale. Le proteine vengo- 
no trasportate da un compartimento all’altro median- 
te vescicole membranose specializzate. 

Anche se la maggior parte delle proteine residenti 
nell’ER hanno la sequenza C-terminale KDEL (para- 
grafo 11.3), ve ne sono altre invece la cui sequenza 
C-terminale è KKXX, dove X può essere qualsiasi am- 
minoacido. Le proteine che possiedono queste sequen- 
ze e che sono sfuggite dall’ER nel CGN, vengono ri- 
portate nell’ER. L’osservazione che le proteine con 
la sequenza KDEL, ma che hanno perso questa se- 
quenza, vengono secrete soltanto a bassa velocità, in- 
dica che vi sono meccanismi per trattenere queste 
proteine nell’ER, che le sottraggono attivamente dal 
flusso delle proteine nella via di secrezione. 

Nel trasporto intracisternale dell'ammasso del Gol- 
gi sono coinvolti due tipi di vescicole: quelle la cui 
superficie esterna (citoplasmatica) è ricoperta da pro- 
teine diverse dalla clatrina e quelle invece ricoperte 
da clatrina. Le vescicole ricoperte, che sono i precur- 
sori delle vescicole non ricoperte, vengono estrofles- 
se e liberate da un compartimento del Golgi e diven- 
tano non ricoperte prima di fondere con un altro com- 
partimento del Golgi. Il rivestimento serve probabil- 
mente a forzare la membrana ad assumere la forma 
di vescicola, ma deve poi essere rimosso per consen- 
tire la fusione della vescicola con il doppio strato lipi- 
dico della sua membrana bersaglio. Le vescicole non 
rivestite da clatrina servono apparentemente a tra- 
sportare tutte le proteine che diffondono nel loro in- 
terno durante la loro formazione. Al contrario, le 
vescicole rivestite da clatrina rimuovono soltanto pro- 
teine specifiche dal TGN o dalla membrana plasma- 
tica per poi trasportarle al loro bersaglio. 
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zione. Una volta fatta, la scelta è diventata «obbliga- 
ta», nel senso che rotazioni dell’anello nicotinamidi- 
co intorno al suo legame glicosidico potrebbe porta- 
re il gruppo carbamidico a coprire residui catalitica- 
mente essenziali. Per verificare questa ipotesi, la 
YADH è stata mutata in modo tale che la sua struttu- 
ra fosse simile a quella dell’alcol deidrogenasi del fe- 
gato di cavallo (LADH) pensando che potesse permet- 
tere il legame della faccia si della nicotinamide al- 
l’enzima senza interferenze per la catalisi. L’enzima 
mutato (Leu 182 — Ala) commette un «errore ste- 
reochimico» ogni 850 000 cicli, cioè ha una stereospe- 
cificità 8000 volte più bassa. Questi risultati suggeri- 
scono che la stereospecificità delle deidrogenasi pos- 
sa avere una sua funzione fisiologica. Si è potuto evi- 
denziare che le deidrogenasi che catalizzano reazio- 
ni di riduzione dei loro substrati normali le cui co- 
stanti di equilibrio sono <107*, trasferiscono mol- 
to spesso l’atomo di idrogeno 4-re della nicotinami- 
de, mentre se la costante di equilibrio è > 107! in 
genere trasferiscono l'atomo di idrogeno 4-si. 
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4. REGOLAZIONE DELL'ATTIVITÀ 
ENZIMATICA 
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CAPITOLO 14 


La catalisi enzimatica 


1. MECCANISMI CATALITICI 
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to functional groups in proteins», Adv. Prot. Chem., 42, 
pp. 1-76. 
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pp. 202-210. 
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2. LISOZIMA 
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3. SERINA PROTEASI 
E. Zimogeni 


La proteina del nucleo del virus Sindbis 


è una proteasi simile alla chimotripsina 


Il virus Sindbis, un virus circondato da membrana, 
un nucleocapside costituito da 180 o 240 subunità della 
proteina del nucleo del Sindbis disposte ad ico- 
saedro (SCP; i virus con una forma ad icosaedro so- 
no discussi nel paragrafo 32.2). L’SCP viene espressa 
come peptide N-terminale di una poliproteina (un po- 
lipeptide che contiene la sequenza di due o più pro- 
teine; paragrafo 30.5). Una volta sintetizzata, l’SCP 
stacca proteoliticamente se stessa dalla poliproteina, 
ma in seguito non esibisce altra attività proteolitica. 
Questa subunità di 256 residui contiene la sequenza 
Gly-Asp-Ser-Gly, che nelle proteasi simili alla chimo- 
tripsina è altamente conservata e contiene il residuo 
di Ser attiva. La chimotripsina e 1’SCP non presenta- 
no però altre somiglianze nelle loro sequenze. 

La struttura ai raggi X della SCP ha rivelato che 
non contiene la struttura a 6-barile antiparallelo ca- 
ratteristica di molte proteine virali di rivestimento 
(paragrafo 32.BC e paragrafo 32.2 (I virus sferici) di 
questo supplemento). I suoi residui da 114 a 264 as- 
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sumono un ripiegamento contenente una triade ca- 
talitica simile a quello della chimotripsina. Il residuo 
C-terminale della SCP, il Trp 264, occupa il sito attivo 
della proteina. Quindi, dopo che 1’SCP si è staccata 
dalla poliproteina, il Trp 264 rimane legato al sito 
attivo inibendo qualsiasi altra attività proteolitica della 
SCP; questa proteasi agisce una sola volta. 
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SMANN, M.G. e WENGLER, G., (1991), «Structure of Sind- 
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re, 354, pp. 37-43. 


C. Verifica del meccanismo di Phillips 


La Cvs non può sostituire efficacemente 

la Ser nel sito attivo delle serina proteasi 
Considerazioni sull’ormai accettato meccanismo ca- 
talitico delle serina proteasi suggeriscono che la so- 
stituzione della Ser attiva con una Cys potrebbe in 
realtà determinare un aumento dell’attività enzima- 
tica delle serina proteasi. I motivi potrebbero essere: 
(1) la maggiore nucleoficità dello zolfo rispetto all’os- 
sigeno potrebbe facilitare la formazione dell’inter- 
medio tetraedrico, (2) i gruppi sulfidrilici sono molto 
più acidi dei gruppi ossidrilici e quindi il trasferi- 
mento di un protone dalla Cys all’His del sito attivo 
potrebbe avvenire molto più facilmente, (3) lo zolfo 
forma gruppi uscenti migliori dell’ossigeno e quindi 
potrebbe facilitare la tappa di deacilazione. La Kcal 
della tripsina di ratto in cui la Ser 195 è stata sostitui- 
ta da una Cys (S195C) è 6,4 x 105 volte più bassa di 
quella dell'enzima non modificato (anche se è ancora 
circa 10* volte più alta della velocità di idrolisi non 
catalizzata in soluzione acquosa). La struttura ai raggi 
X della tripsina S195C di ratto indica che l’atomo di 
zolfo ha un raggio atomico 0,4 À più grande di quello 
dell’ossigeno ed il suo non corretto approccio al sub- 
strato è responsabile della ridotta efficienza dell’enzi- 
ma. Questa alterazione tende a modificare il sito di 
legame per l’intermedio tetraedrico compromettendo 
allo stesso tempo la stabilizzazione dell’intermedio te- 
traedrico da parte del buco dell’ossianione. Questa è 
un'ulteriore indicazione che gli enzimi sono così fine- 
mente indirizzati verso la loro funzione che spesso 
rispondono alle mutazioni in modi inaspettati. 


BIBLIOGRAFIA 


WILKE, M.E., HiGagi, J.N., CRAIK, C.S. e FLETTERICK, RJ., 
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‘ Specificità di substrato della tripsina 


e della chimotripsina 


La tripsina e la chimotripsina hanno notevoli omo- 
logie di sequenza e molti tratti della catena princi- 
pale sovrapponibili. Le loro differenze nella specifi- 
cità di substrato (la tripsina rompe i polipeptidi do- 
po residui carichi positivamente, mentre la chimo- 
tripsina agisce dopo grossi residui idrofobici) si pen- 
sava fosse dovuta a differenze nella loro tasca di 
specificità: la catena laterale anionica dell’Asp 189 
occupa il fondo della tasca della specificità della trip- 
sina, mentre questa tasca è completamente rivestita 
di gruppi idrofobici nella chimotripsina. Fu quindi 
una sorpresa scoprire che cambiando l’Asp 189 con 
una Ser (D189S) non provocava una variazione della 
specificità della tripsina verso quella della chimo- 
tripsina, ma produceva una proteasi poco efficace 
e non specifica (analogamente, sostituendo l’Asp 189 
con Lys non si ha un enzima mutante specifico per 
residui acidi). 

Il ripiegamento superficiale che collega le pareti 
della tasca della specificità, i residui 185-188 e 221-225, 
sono diversi nella tripsina e nella chimotripsina, an- 
che se il ripiegamento è conservato in entrambi i ti- 
pi di proteine. La tripsina viene convertita in protea- 
si simile alla chimotripsina quando la variante D189S 


‘viene modificata ulteriormente, sostituendo il ripie- 


gamento citato in precedenza con quello della chi- 
motripsina. L'analisi ai raggi X indica che questi ri- 
piegamenti non sono componenti strutturali delle ta- 
sche di specificità o del sito di legame del substrato 
della tripsina o della chimotripsina. Le basi struttu- 
rali della diversa specificità della tripsina e della chi 
motripsina rimangono quindi un enigma. 


BIBLIOGRAFIA 
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ting trypsin to chymotrypsin: The role of surface loops», 
Science, 255, pp. 1249-1253. n 


Bibliografia aggiuntiva 


Bone, W. e Hu8ER, R., (1992), «Ligand binding: Proteinase- 
protein inhibitor interactions», Curr. Opin. Struct. Biol., 
1, pp. 45-52; «Natural proteinase inhibitors and their 
interactions with proteinases», Eur. J. Biochem., 204, pp. 
433-451. 


4. GLUTATIONE REDUTTASI 


Disolfuro ossidoreduttasi 


La glutatione reduttasi è un membro di una famiglia 
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geno è l’attacco di un residuo di glucosio a Tyr 194 
di glicogenina per mezzo di una tirosina glucosil- 
transferasi, una attività enzimatica che, molto pro- 
babilmente, è fornita da una proteina indipendente, 
anche se la glicogenina non è stata eliminata dal suo 
sito. La glicogenina quindi autocataliticamente allun- 
ga la catena di glucani a più di sette residui addizio- 
nali di UDP-glucosio. A questo punto, la glicogeno 
sintasi inizia la sintesi del glicogeno, che incomincia 
mentre è strettamente complessato alla glicogenina, 
nonostante queste proteine si dissocino dopo che il 
granulo di glicogeno in crescita ha raggiunto una de- 
terminata dimensione minima. Ciò implica che cia- 
scun granulo di glicogeno, che contiene una singola 
molecola di glicogeno, dispone di una sola molecola 
sia di glicogenina sia di glicogeno sintasi. 
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Come fa AMP ad attivare la glicogeno fosforilasi b? 


L'attivazione della glicogeno fosforilasi, cioè la sua 
transizione allosterica dallo stato inattivo T a quello 
cataliticamente attivo R, è dovuta al legame dell’AMP 
al sito dell’effettore allosterico dell’enzima e/o alla fo- 
sforilazione della Ser 14 della fosforilasi b che diven- 
ta fosforilasi a. Questi effetti sono sinergistici: anche 
in presenza di concentrazioni saturanti di AMP, la 
fosforilasi b ha soltanto l’80% dell’attività della fosfo- 
rilasi a, mentre AMP aumenta l’attività della fosfo- 
rilasi a di un 20%. 

Il legame dell’AMP e la fosforilazione covalente av- 
vengono in siti separati e non sovrapposti e quindi de- 
terminano variazioni della struttura terziaria diverse; 
le modificazioni della struttura quaternaria innescate 
da questi processi sono però simili (paragrafo 17.1). La 
struttura ai raggi X della fosforilasi b complessata al: 
AMP, in rapporto a quella della fosforilasi a ha rive- 
lato la base strutturale di questo fenomeno. La fosfori- 
lazione della Ser 14 promuove la variazione della strut- 
tura quaternaria mediante il legame dell'elica N- 
terminale, prima disordinata ed ora fosforilata, lungo 
l'interfaccia del dimero attraverso l'accoppiamento delle 
cariche negative della fosfoSer 14 con quelle positive 
della catena laterale di un residuo di Arg posto sull’al- 
tra subunità. L’AMP, al contrario, unisce ulteriormen- 
te le due subunità della fosforilasi b legandosi salda- 
mente ad un sito posto tra le due subunità. 
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a biological transducer», Trends Biochem. Sci., 17, pp. 
66-71. 
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C. Cascata biciclica della glicogeno fosforilasi 


La struttura ai raggi X della subunità catalitica 
della proteina chinasi cAMP-dipendente 


La glicogeno fosforilasi viene attivata dalla fosforilasi 
chinasi, che a sua volta viene attivata con meccani 
smo analogo dalla proteina chinasi cAMP-dipendente. 
Il cAMP si lega alla subunità regolatrice (R) di questo 
eterotetramero inattivo R2C2 (dove C rappresenta la 
subunità catalitica) determinando la dissociazione di 
un dimero R, e liberando le due subunità catalitiche 
C attive. È stata determinata la struttura ai raggi X 
della subunità catalitica composta da 350 residui com- 
plessata con MgATP ed un peptide inibitore di 20 re- 
sidui. Questo peptide contiene la sequenza di ricono- 
scimento (sequenza consenso) della subunità C Arg- 
Arg-X-Ser/Thr-Y, dove il sito di fosforilazione Ser/Thr 
è stato rimpiazzato nell’inibitore da Ala, X può essere 
qualsiasi residuo piccolo e Y è invece un residuo idro- 
fobico di grandi dimensioni. L'enzima è bilobale con 
una profonda fessura che separa le due parti e che 
viene occupata dal MgATP e dal segmento del pepti- 
de inibitore che comprende i cinque residui di rico- 
noscimento. Questa fessura deve quindi contenere an- 
che il sito catalitico. Il lobo più piccolo che è composto 
principalmente dai residui N-terminali forma un ri- 
piegamento che lega i nucleotidi con un'architettura 
del tutto nuova; il lobo più grande partecipa al lega- 
me del substrato ed alla catalisi. 

I residui 40-280 di questo enzima rappresentano un 
nucleo catalitico conservato, che è stato identificato 
in più di cento chinasi la cui sequenza era nota. Le 
proteine chinasi sono rilevanti nelle vie di trasmissio- 
ne dei segnali con cui molti tipi di ormoni, fattori 
di crescita, neurotrasmettitori e tossine modificano le 
funzioni delle cellule bersaglio (paragrafi 33.4C e 34.4B) 
e nel controllo del vie metaboliche. Circa il 10% delle 
proteine delle cellule dei mammiferi sono fosforilate. 
Quindi questa struttura ai raggi X ha aumentato si- 
gnificativamente le nostre conoscenze su questa im- 
portante classe di enzimi e ci fornisce un’opportunità 
di disegnare razionalmente possibili farmaci per il trat- 
tamento di una varietà di patologie. 
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E. Integrazione dei meccanismi 
di controllo del metabolismo 
del glicogeno 


La glucochinasi ha una cinetica cooperativa 


L'enzima del fegato noto con il nome di glucochinasi 
è il membro predominante di una famiglia di tre o 
quattro isoenzimi della esochinasi, presenti nel fega- 
to adulto. La glucochinasi viene quindi chiamata an- 
che esochinasi D oppure esochinasi IV. Nel testo è 
riportato che la glucochinasi è specifica per il gluco- 
sio (paragrafo 16.2A), ma ciò non è strettamente ve- 
ro , poiché l’enzima fosforila anche il fruttosio a con- 
centrazioni molto più elevate di quelle fisiologiche. 
La Fig. 17.15 mostra che la glucochinasi, un enzima 
monomerico con un solo sito di legame per il gluco- 
Sio, segue la cinetica di Michaelis-Menten (iperboli- 
“a). Per questo enzima la relazione tra la velocità e 
la concentrazione del substrato ha, in realtà, un an- 
damento sigmoide, anche se si ritiene che l'enzima 
sia monomerico e quindi incapace di un comporta- 
mento cooperativo. Poiché la curva della velocità della 
glucochinasi ha la sua pendenza massima ad una con- 
centrazione di glucosio di 2,4 mM, un valore vicino 
a quello della concentrazione normale di glucosio nel 
sangue, questa sigmoidicità può avere un significato 
fisiologico. 
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Il trasporto attraverso le membrane 
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2. CINETICA E MECCANISMO 
DI TRASPORTO 
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3. IL TRASPORTO ATTIVO 
GUIDATO DALL'ATP 


D. Traslocazione di gruppo 


Struttura ai raggi X di E IIg 


Il sistema fosfotransferasico fosfoenolpiruvato (PEP)- 
dipendente (PTS) media il trasporto e la concomitan- 
te fosforilazione di diversi tipi di zuccheri. Il trasporto 
del glucosio nell’E. coli avviene attraverso cinque rea- 
zioni sequenziali di trasferimento del gruppo fosfo- 
rico tra residui di His di quattro proteine PTS: 
PEP > EI > HPr > E II, >—EL_-- glu- 
cosio (Fig. 18.23; notate che E III, ed E II; sono indi- 
cati come E IIS" e E 118°). Oltre a questo ruolo nella 
fosforilazione del glucosio, E III, partecipa anche ad 
un sistema di trasduzione del segnale coinvolto nella 
regolazione di alcune vie metaboliche. E Ily contie- 
ne due residui di His, His 75 e His 90, necessari per 
il trasferimento del fosfato, ma soltanto l’His 90 ser- 
ve ad accettare un gruppo fosforico dall’HPr. La strut- 
tura ai raggi X dell’E III; di E. coli mostra che que- 
sti due residui di His sono vicini (i loro atomi di azo- 
to N(3) distano 3,3 À) in una depressione sulla super- 
ficie della proteina che è circondata da un anello idro- 
fobico con un diametro di circa 18 À, costituito dalle 
catene laterali di 11 residui (Phe, Val e Ile). È stato 
proposto che l’E III, possa interagire con altre pro- 
teine attraverso questa regione idrofobica. 
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C. Componenti della catena 
di trasporto degli elettroni 


La succinato deidrogenasi 
può agire come un diodo molecolare 


La succinato deidrogenasi, che catalizza l’ossidazio- 
ne del succinato a fumarato, è il solo enzima del ciclo 
dell'acido citrico ad essere legato alla membrana mi- 
tocondriale interna (gli altri sette enzimi del ciclo del- 
l’acido citrico sono presenti nella matrice mitocon- 
driale). Questo enzima è un componente del Com- 
plesso II (succinato-coenzima Q reduttasi), che serve 
ad iniettare elettroni nella catena di trasporto degli 
elettroni trasferendoli al coenzima Q (Fig. 20.8). La 
succinato deidrogenasi è costituita da due subunità 
idrofiliche che contengono rispettivamente una mo- 
lecola di FAD legato saldamente e tre centri Fe-S; que- 
ste subunità si associano, all’interno del Complesso 
II, a due proteine transmembrana che legano insie- 
me un gruppo eme b formando il citocromo bsso- 

Quando la succinato deidrogenasi viene legata sulla 
superficie di un elettrodo di grafite (probabilmente me- 
diante regioni idrofobiche e gruppi carbossilici sulla su- 
perficie della grafite) in presenza di succinato, l’enzi- 
ma trasferisce rapidamente gli elettroni all’elettrodo 
con la concomitante ossidazione del succinato a fuma- 
rato. Sorprendentemente, se la direzione della reazio- 
ne viene invertita mediante l’applicazione di un eleva- 
to potenziale negativo all’elettrodo ed in presenza di 
fumarato, la produzione di succinato è molto scarsa. 
Evidentemente la succinato si comporta come un dio- 
do molecolare, cioè è in grado di catalizzare in modo 
efficace un flusso di elettroni dal succinato al coenzi- 
ma Q. Questo effetto può avere rilevanza fisiologica in 
quanto potrebbe prevenire l’inversione della direzio- 
ne delle reazioni del ciclo dell’acido citrico in condizioni 
anaerobiche, per esempio, nel muscolo in condizioni 
di superlavoro. È stato ipotizzato che questa asimme- 
tria dell'attività catalitica possa essere una conseguent- 
za di un effetto cinetico in cui il legame e la dissocia- 
zione del substrato dall’enzima sono impedite quando 
l'anello flavinico è nello stato ridotto come quando l’en- 
zima è sotto l’influenza di forte potenziale riducente. 
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Riporta una descrizione dettagliata del probabile mec- 
canismo chimico per l’attivazione dell'O. e la riduzio- 
ne della citocromo ossidasi (Complesso IV). 

CAPALDI, R.A., (1991), «Structural features of mitochondrial 
electron-transfer chain», Curr. Opin. Struct. Biol., 1, pp. 
562-568. 

Moore, G.R. e PETTIGREW, G.W., (1990), Cytochromes c. Evo- 
lutionarv, structural and physiochemical aspects, 
Springer-Verlag. 

VERVOORT, ]J., (1991), «Electron-transfering proteins», Curr. 
Opin. Struct. Biol., 1, pp. 889-894. 


4. CONTROLLO 
DELLA PRODUZIONE DI ATP 
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CAPITOLO 21 


Altre vie del metabolismo dei carboidrati 


1. GLUCONEOGENESI 
A. La via gluconeogenetica 


Quantificazione della gluconeogenesi 
e della glicogenesi mediante !5C NMR 


È chiaro che la gluconeogenesi e glicogenolisi nel fe- 
gato sono processi essenziali che hanno la funzione 
di mantenere costante il livello di glucosio nel san- 
gue durante periodi di digiuno (paragrafo 17.3F), ma 
la loro efficienza relativa nell'uomo è sempre stata 
molto difficile da calcolare. La velocità netta della gli- 
cogenolisi epatica in adulti a digiuno fu misurata usan- 
do la spettroscopia !5C NMER e quella della gluconeo- 
genesi epatica fu determinata sottraendo il valore del- 
la velocità della glicogenolisi da quella della produ- 
zione di glucosio totale nel corpo valutata mediante 
la velocità di turnover del glucosio triziato. Durante 
le prime 22 ore di digiuno, il glicogeno epatico dimi- 
nuisce più o meno linearmente e la gluconeogenesi 
produce il 64% del glucosio totale in tutto questo pe- 
riodo. La velocità della glicogenolisi tende quindi a 
diminuire nelle successive 46 ore fino a che la gluco- 
neogenesi diventa la sola produttrice di glucosio. 
Quindi la gluconeogenesi fornisce una frazione s0- 
stanziale del glucosio prodotto da un uomo durante 
il digiuno, anche dopo poche ore. 


e e ele eee Je 
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3. BIOSINTESI DEGLI OLIGOSACCARIDI 
E DELLE GLICOPROTEINE 


B. Sintesi delle glicoproteine 


Topografia della glicosilazione 
nel reticolo endoplasmatico 


La via di sintesi del dolicolo-PP-oligosaccaride è mol- 
to più complicata di quanto la Fig. 21.15 possa sugge- 
rire, in quanto il prodotto (mannosio);(N-acetilgluco- 
sammina),-PP-dolicolo della tappa 3 della Fig. 21.15 
si viene a formare con l’oligosaccaride; che si estende 
fuori dalla superficie citoplasmatica della membrana 
del reticolo endoplasmatico (ER). Questo precursore 
deve quindi essere traslocato attraverso la membra- 
na dell’ER, in modo che si estenda al di fuori della 
membrana del lume dell’ER e la sintesi dell’oligosac- 
caride possa continuare. Analogamente, il dolicolo-P- 
mannosio e il dolicolo-P-glucosio (tappe 9 e 10 della 
Fig. 21.15) vengono sintetizzati sulla superficie cito- 
plasmatica dell'ER e sono trasferiti sulla superficie 
del lume per essere aggiunti al «nucleo» dell’oligosac- 
caride che sta crescendo. I meccanismi che sono alla 
base di queste traslocazioni sono ancora sconosciuti. 
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CAPITOLO 22 


Fotosintesi 


2. REAZIONI ALLA LUCE 


Danni all'apparato fotosintetico indotti dalla luce 


Supplemento 1992 1381 


Il centro di reazione del fotosistema II a 23 subunità 
nell’apparato fotosintetico che produce O; è costitui- 
to da due subunità, Dj e D2, che si pensa formino 
un eterodimero simile all’eterodimero L/M del cen- 
tro di reazione fotosintetico dei batteri (Fig. 22.9). Dj 
contiene siti di legame per il donatore e l’accettore 
degli elettroni primari, il P680 e la feofitina, e pure 
la Tyr 161, identificata come il composto Z, l’inter- 
medio redox tra il complesso contenente Mn che svi 
luppa ossigeno (OEC) ed il P680*. 

Anche se la luce è ovviamente la forza trainante 
della fotosintesi, in condizioni di luce ad alta intensi- 
tà che produce una riduzione completa del gruppo 
di molecole di plastochinone che funzionano da ac- 
cettori di elettroni, i radicali dell’ossigeno altamente 
reattivi prodotti dal complesso contenente Mn che 
sviluppa Os (OEC) possono distruggere il fotosistema 
Il e quindi bloccare la fotosintesi. Le piante si proteg- 
gono da questi danni irreparabili sacrificando Di, il 
sito primario di danno indotto dalla luce, mediante 
un’autoproteolisi del D; fotoinattivato (l’autoproteo- 
lisi viene bloccata da inibitori delle serina proteasi). 
Ciò determina il rilascio degli agglomerati di Mn del 
VEC impedendo la produzione di radicali tossici del- 
l'ossigeno. Le piante sopravvivono a questa inattiva- 
zione del loro apparato fotosintetico in quanto posso- 
no risintetizzare rapidamente D; (il prodotto di un 
gene dei cloroplasti, il cui mRNA è il più rappresen- 


“ ..tato di qualsiasi altro in questo compartimento cellu- 


lare) e riorganizzarlo con le altre 22 subunità non 
danneggiate del fotosistema II, per formare il com- 
plesso attivo. Quindi le piante si proteggono dagli 
effetti dannosi della luce troppo intensa inattivando 
temporaneamente il loro apparato fotosintetico e ral- 
lentando la loro crescita. 
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Discute la natura del complesso contenente Mn che svi- 
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quine of a novel heam polymerase enzyme activity in 
malaria trophozoites», Nature, 355, pp. 167-169. 

WELLEMS, T.E., (1992), «How chloroquine works, Nature, 
355, pp. 108-109. 


5. LA BIOSINTESI DEGLI AMMINOACIDI 


BIBLIOGRAFIA 


STALLING, W.C. et al., (1991), «Structure and topological 
svmmetry of the glvphosate target 5-enol-pyruvy]shiki- 
mate-3-phosphate synthase: A distinctive protein fold», 
Proc. Natl. Acad. Sci., 88, pp. 5046-5050. 

Descrive la struttura dell'enzima che catalizza la Rea- 
zione 6 della Fig. 24.47, complessata con un inibitore 
che ha proprietà erbicide piuttosto vaste. 

WILMANNS, M., PRIESTLE, J.P., NEIRMANN, T. e JANSONIUS, 
J.N., (1992), «Three-dimensional structure of the bifunc- 
tional enzyme phosphoribosvlanthranilate isomerase: 
indoleglvcerolphosphate synthase from Escherichia co- 
li refined at 2,0 À resolution», /. Mol. Biol., 223, pp. 
477-507. 

L’enzima che catalizza le Reazioni 3 e 4 della Fig. 24.48. 


6. LA FISSAZIONE DELL'AZOTO 


BIBLIOGRAFIA 


BARRIS, R.H1., (1991), «Nitrogenases», /. Biol. Chem., 266, pp. 
9339-9342. 


CAPITOLO 26 


II metabolismo dei nucleotidi 


4. LA FORMAZIONE DI 
DEOSSIRIBONUCLEOTIDI 


A. La produzione dei residui di deossiribosio 
Struttura ai raggi X della tioredossina reduttasi 


La ribonucleotide reduttasi ridotta viene riossidata 
dalla tioredossina che, a sua volta, viene riossidata 
dalla tioredossina reduttasi in una reazione a cui par- 
tecipa il NADPH. Quest'ultimo enzima è una disolfu- 
ro ossidoreduttasi come la glutatione reduttasi (para- 
grafo 14.4), ma le differenze strutturali tra questi due 
enzimi sono tali da presupporre una evoluzione sia 
divergente che convergente. Le relazioni evoluzioni. 
stiche di questo tipo sono discusse nel paragrafo 14.4 
(Glutatione reduttasi) di questo supplemento. 
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LER, A., WILLIAMS, C.H. e MODEL, P., (1991), «Convergent 
evolution of similar function in two structurallv diver- 
gent enzymes», Nature, 352, pp. 171-174. 


Bibliografia aggiuntiva 


BOLLINGER, J.M.Jr., EDMONSON, D.E., HUvNH, B.H., FILLEY, J., 
NORTON, J.R. e STUBBE, J., (1991), «Mechanism of assem- 
bly of the tyrosy1 radical-dinuclear iron cluster cofac- 
tor of ribonucleotide reductase» Science, 253, pp. 
292-298. 

ELLEDGE, SJ., ZHOU, Z. e ALLEN, ].B., (1992), «Ribonucleoti- 
de reduttase: regulation, regulation, regulation», Trends 
Biochem. Sci., 17, pp. 119-123. 

Discute la regolazione della ribonucleotide reduttasi a 
livello trascizionale. 

STUBBE, J., (1991), «Dinuclear non-heme irons centers: struc- 
ture and function», Curr. Opin. Struct. Biol., 1, pp. 
798-795. 


5. LA DEGRADAZIONE DEI NUCLEOTIDI 
A. Il catabolismo delle purine 


Struttura ai raggi X e meccanismo 
dell’adenosina deamminasi 


L’adenosina deamminasi (ADA) catalizza l’idrolisi ir- 
reversibile dell’adenosina e della deossiadenosina nei 
corrispondenti nucleosidi inosinici e NHy. L’ADA di 
topo è stata cristallizzata in presenza di un ribonu- 
cleoside purinico, un analogo del substrato ed ini- 
bitore dell'ADA. La struttura ai raggi X di questi cri- 
stalli ha rivelato che Venzima forma un barile a-B 
a otto catene con l’inibitore legato in una profonda 
tasca all'estremità C-terminale del barile (i barili a-8 
sono discussi nel paragrafo 8.3). L'inibitore si lega 
al’ADA in un'insolita forma idratata, la 6R-idros- 
si-1,6-diidropurina ribonucleoside (HDPR), che 
potrebbe rappresentare l'analogo dello stato di tràn- 
sizione ideale dell'enzima. Anche se è stato riportato 
che L’ADA non richiede cofattori, la sua struttura ai 
raggi X mostra chiaramente la presenza di un atomo 
di zinco legato alla parte più profonda della tasca 
del sito attivo e pentacoordinato con tre catene late- 
rali di residui di His, un gruppo carbonilico di un 
residuo di Asp e l'atomo 0(6) dell’HDPR. Questo com- 
posto è quasi completamente immerso nella protei- 
na; questo fatto suggerisce che uno o entrambi i ri- 
piegamenti che formano un parziale «cappello» alla 
tasca del sito attivo si spostino per consentire l’in- 
gresso e l'uscita dal sito catalitico. Considerazioni sulla 
struttura del sito attivo hanno portato a proporre un 
meccanismo catalitico in cui Asp 295, che agisce da 
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base generale, sottrae un protone da una molecola 
di acqua legata ed attivata dallo ione Zn°* la quale 
attacca nucleofilicamente l’atomo C(6) dell’adenina for- 
mando un intermedio tetraedrico. I prodotti si for- 
mano poi per eliminazione di ammoniaca. Alternati- 
vamente, l’aggiunta di acqua e l’eliminazione di am- 
moniaca possono avvenire in modo sincrono con un 
meccanismo Sy2. In circa un terzo dei casi di malat- 
tie da grave immunodeficienza sono stati riscontrati 
difetti ereditari nell’ADA. Le mutazioni in tutte otto 
le varianti fino ad ora conosciute ottenute da pazien- 
ti con immunodeficienza sembrano avere perturba- 
to il sito attivo dell’ADA. 


BIBLIOGRAFIA 


Wilson, D.K., RUDOLPH, F.B. e QuiocHo, F.A., (1991), «Ato- 
mic structure of adenosine deaminase complexed with 
a transition state analog: Understanding catalysis and 
immunodeficiency mutations», Science, 252, pp. 
1278-1284. ' 
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CAPITOLO 28 


La struttura e la manipolazione 
degli acidi nucleici 


2. LE STRUTTURE A DOPPIA ELICA 
B. Altre eliche di acido nucleico 


Un RNA che forma in soluzione ripiegamenti 
a forcina, ma che cristallizza come una doppia elica 


Il più comune elemento della struttura secondaria 
degli RNA naturali è il ripiegamento a forma dì for- 
cina, un segmento di polinucleotide che sì ripiega 
su se stesso formando un breve stelo con le basi ap- 
paiate ed un ripiegamento in cui le basi non sono 
appaiate. Il numero di nucleotidi in un ripiegamento 
è variabile: gli RNA di trasferimento hanno ripiega- 
menti di 7-8 residui nucleotidici (Fig. 30.12), mentre 
l’RNA ribosomiale ha ripiegamenti a quattro residui 
(Fig. 30.33). Anche se in linea di principio possono 
esistere 4* - 256 diversi tipi di ripiegamenti del- 
YPRNA a quattro residui (detti tetraloops), l’analisi 
delle sequenze degli RNA ribosomiali di una varietà 
di organismi indica che circa il 70% dei loro tetra- 
loops hanno la sequenza UNCG oppure GNRA, dove 
R è una purina ed N è un qualsiasi nucleotide. Que- 
ste strutture hanno una considerevole stabilità ter- 
modinamica. 


Nel tentativo di stabilire come la sequenza stabiliz- 
zi la conformazione di questi ripiegamenti, è stata 
determinata, sia in soluzione usando tecniche di NMR 
che mediante cristallografia ai raggi X, la struttura 
dell’RNA 5/-GGACUUCGGUCC-3' (i residui del ripie- 
gamento sono in neretto). In soluzione, ’RNA forma 
un tetraloop in cui i quattro nucleotidi esterni a cia- 
scuna estremità del ripiegamento si congiungono for- 
mando uno stelo di basi con appaiamento canonico, 
secondo lo schema di Watson e Crick. La prima e 
l’ultima base del ripiegamento formano una coppia 
non canonica U - G (una cosiddetta coppia oscillante 
presente comunemente negli RNA di trasferimento 
e nelle interazioni codone-anticodone; Figg. 30.15 e 
30.21); in sostanza il ripiegamento non ha basi non 
appaiate. La coppia di basi U - G è impilata sulla cop- 
pia di basi C- G dello stelo, mentre la base C del ri- 
piegamento sta sopra la coppia di basi U - G e forma 
legami idrogeno con un gruppo fosforico attraverso 
il ripiegamento, generando così una struttura com- 
patta che presumibilmente è responsabile dell’eleva- 
ta stabilità del loop. 

Nel cristallo, invece, due molecole di 5‘'-GGAC 
UUCGGUCC-3’ si uniscono per formare una doppia 
elica che ricorda molto da vicino la classica elica ideale 
A-RNA. Questa struttura palindromica centrale a 
quattro basi è formata da due coppie oscillanti U - G 
da due coppie di basi U-C mai osservate, prima. 
Ognuna di queste coppie U - C ha soltanto ur legame 
idrogeno base-base, quello che si forma tra il C-N(4) 
e ’U-084, ma viene anche stabilizzata da legami idro- 
geno tra gli atomi di azoto delle basi e una molecola 
che si interpone. Inoltre, le eliche dell'RNA si impi- 
lano l’una sull’altra testa contro coda formando una 
pseudo-elica infinita che attraversa tutto il cristallo, 
fisicamente continua se si guarda all’impilamento del- 
le basi, interrotta invece nello scheletro covalente di 
ogni dodecamero. Sono probabilmente queste inte- 
razioni molecolari sfavorite in soluzione che stabiliz- 
zano la conformazione a doppia elica nel cristallo in- 
vece di quella a ripiegamento. 


BIBLIOGRAFIA 


CHASTAIN, M. e Tinoco, I., Jr., (1991), «Structural elements 
in RNA», Prog. Nucl. Acid Res. Mol. Biol., 41, pp. 131-177. 

CHEONG, C., VARANI, G. e Tinoco, I..Jr., (1990), «Solution 
structure of an unusually stable RNA hairpin, 
5/-GGAC(UUCG)GUCC, Nature, 346, pp. 680-682. 

HOLBROOK, S.R., CHEONG, C., Tinoco, I., Jr. e Kim, S.H., 
(1991), «Crystal structure of an RNA double helix incor- 
porating a track of a non-Watson-Crick base pair», Na- 
ture, 353, pp. 579-581. 

WIMBERLY, B., VARANI, G. e TINOCO, I., Jr., (1991), «Structu- 
ral determinants of RNA function», Curr. Opin. Struct. 
Biol., 1, pp. 405-409. 
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La formazione della tripla elica del DNA può essere 
utilizzata per identificare specifiche sequenze geniche 


La timina può formare una coppia di basi di Hoog- 
stein con l’adenina di una coppia di basi A.T del tipo 
Watson e Crick (T - A - T; Fig. 28.235) e analogamen- 
te la citosina, che è protonata sull’atomo di azoto del 
suo anello, può formare una coppia di basi del tipo 
Hoogstein con una guanina di una coppia G-C del 
tipo Watson e Crick (C* - G-C). Quindi una poli(pi- 
rimidina) dell’appropriata sequenza può formare cop- 
pie di Hoogstein con la poli(purina) nella fessura prin- 
cipale del DNA duplex poli(purina) - poli(pirimidina), 
generando una struttura a tripla elica in cui, come 
è stato dimostrato, la poli(pirimidina) che forma l’ac- 
coppiamento di Hoogstein è parallela alla poli(puri- 
na). Si stanno inoltre accumulando evidenze sul fatto 
che questa tripla elica possa contenere anche altri 
tipi di triplette di basi, ma con una stabilità minore. 
La possibilità di formare una tripla elica ci consen- 
te di riconoscere seduenze di DNA specifiche. Per 
esempio, un polinucleotide di circa 20 residui studia- 
to per legarsi ad una specifica sequenza di un gene 
può interferire con la trascrizione di quel gene, cosa 
che potrebbe acquistare un interesse terapeutico. In 
alternativa, al polinucleotide potrebbe essere legato 
un reagente che rompe chimicamente la doppia eli- 
ca del DNA; questo potrebbe rappresentare un me- 
todo per rompere specifiche sequenze del DNA per 
cui non vi sono enzimi di restrizione. Questo «missi- 
le genetico guidato» potrebbe essere usato per ucci- 
dere cellule cancerose che hanno una specifica muta- 
zione genica (un oncogene; paragrafo 33.4C). 


BIBLIOGRAFIA 


MACAYA, R.F., GilBert, D.E., MALEK, S., SINSHEMER, J.S. e FEI- 
GON, J., (1991), «Structure and stability of X-G-C mi- 
smatches in the third stand of intermolecular triple- 
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Selezione basata sulla PCR di catene singole di DNA 
che legano ed inibiscono la trombina 


x 


La trombina è una proteina della coagulazione del 
sangue che attiva proteoliticamente il fibrinogeno ge- 
nerando la proteina che forma il coagulo, la fibrina. 
Anche se normalmente gli acidi nucleici non legano 
la trombina, la PCR è stata usata per amplificare mo- 
lecole di DNA a catene singole che invece possono 
legare la trombina. È stato sintetizzato un gruppo 
di circa 10! molecole di DNA a catena singola di 
96 nucleotidi che aveva un segmento di 60 nucleoti- 
di di sequenze generate casualmente fiancheggiato 
da sequenze di 18 nucleotidi complementari ai pro- 
motori della PCR sia all’estremità 3’ che a quella 5‘. 
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Il gruppo fu amplificato con la PCR, passato attraver- 
so una colonna contenente trombina immobilizzata 
ed il DNA che si era legato specificamente venne elui- 
to dalla trombina ed amplificato ulteriormente con 
la PCR. In cinque cicli di questa selezione le molecole 
di DNA che legavano la trombina passarono dallo 
0,01% del DNA totale al 40%. Il DNA che legava la 
trombina fu clonato e dei 32 cloni il cui DNA fu se- 
quenziato, 31 contenevano l’esamero GGTTGG a po- 
sizioni variabili all’interno del segmento con sequen- 
za casuale di 60 nucleotidi, mentre la rimanente par- 
te di cloni conteneva la sequenza TGTTGG. Otto di 
questi cloni contenevano una seconda sequenza 
GGNTGG a 2 o 5 nucleotidi di distanza da una delle 
estremità della sequenza GGTTGG. Questa sequenza 
di consenso è almeno in parte responsabile dell’affi- 
nità per la trombina del segmento a 96 nucleotidi. 

Basandosi sui risultati riportati sopra, fu sintetizza- 
ta la sequenza di 15 basi GGTTGGTGTGGTTGG che 
si mostrò in grado di inibire la trombina al 50% ad 
una concentrazione di 25 nm. Questo DNA è efficace 
come anticoagulante come la proteina della sanguisu- 
ga uridina, il più potente inibitore naturale conosciu- 
to della trombina (paragrafo 34.1). Questi risultati sug- 
geriscono che la tecnica di selezione basata sulla PCR 
possa essere particolarmente utile per sviluppare agen- 
ti terapeutici e diagnostici derivati dal DNA. 


BIBLIOGRAFIA 


Bock, L.C., GRIFFIN, L.C., LATHAM, J.A., VERMAAS, E.H. e 
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mwolecules that binds and inhibits human trombin», Na- 
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Bibliografia aggiuntiva 
ErLIcH, H.A., GELFAND, D. e SxINSKY, JJ., (1991), «Recent ad- 
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CAPITOLO 29 


La trascrizione 


2. LA RNA POLIMERASI 


E. La terminazione della catena 


Il ruolo della sequenza nei terminatori 
della trascrizione g-indipendenti 


Le molecole di RNA nascenti dai terminatori della 
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trascrizione g-indipendenti dell’E. coli sono caratte- 
rizzati dall’avere un ripiegamento a forcina conte- 
nente uno stelo di basi C + G appaiate seguito da 
una fila da 4 a 10 basi U. Un’indagine su 148 di que- 
sti terminatori ha stabilito che nella maggioranza dei 
casi il ripiegamento a forcina è costituito da uno ste- 
lo di 7 + 2 coppie di basi che inizia con una coppia 
di basi C - G, e termina con un ripiegamento non ap- 
paiato di 4 + 1 basi nucleotidiche, spesso possiedono 
la particolare sequenza stabile tetraloop UUCG op- 
pure GAAA (paragrafo 28.2: Altre eliche di acido 
nucleico di questo supplemento). Questi risultati sug- 
geriscono che la principale caratteristica del ripiega- 
mento a forcina è la sua stabilità. 

Per tentare di verificare questo modello, il termi 
natore tgs del batteriofago ) fu mutato specificamen- 
te in diversi modi e fu valutata la sua efficacia come 
terminatore. Come predice il modello, cambiando G 
di un membro G-C delle coppie di basi dello stelo 
con una A, il terminatore perde la sua efficienza, 
così come se viene sostituita una C con una G. Non 
vi è praticamente alcun effetto se una coppia C-G 
viene cambiata con G-C che mantiene l’appaiamen- 
to. Altre variazioni mutazionali nello stelo che man- 
tengono la sua stabilità strutturale, come la sostitu- 
zione della coppia C - G con una G - C, riducono signi- 
ficativamente l’efficacia del terminatore. Diventa pos- 
sibile postulare che l’efficienza della terminazione del- 
la trascrizione g-indipendente dipenda non solo dal- 
la stabilità del ripiegamento a forma di forcina, ma 
anche dalla sua sequenza specifica. 


BIBLIOGRAFIA 
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tion of g-indipendent Escherichia coli transcription ter- 
minators», /. Mol. Biol., 216, pp. 835-858. 
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riro, D.A. e FRIEDMAN, D.L., (1991), «Functional impor- 
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terminator», Science, 254, pp. 1205-1207. 


F. Le RNA polimerasi degli eucarioti 
Struttura della RNA polimerasi II di lievito 


La RNA polimerasi II di lievito (paragrafo 29.2) è co- 
stituita da 11 subunità che formano un aggregato con 
una massa molecolare di circa 550 kD. Le due subu- 
nità più grandi sono conservate in tutte le specie e 
si pensa abbiano una funzione fondamentale nella 
sintesi dell'RNA. La struttura della RNA polimerasi 
del lievito è stata determinata ad una risoluzione di 
16 À mediante la ricostruzione di un’immagine tri- 
dimensionale da una fotografia bidimensionale al mi- 


croscopio elettronico dei cristalli della proteina. La 
caratteristica più prominente della struttura è un 
braccio proteico che circonda un canale del diametro 
di 25 À che ricorda quello trovato in precedenza 
nell’RNA polimerasi di E. coli mediante una tecnica 
simile (paragrafo 29.2). Il canale, che ha una larghez- 
za sufficiente a legare il DNA-B, si apre in una fessu- 
ra profonda da 5 a 10 À e larga 25 À che gira intor- 
no alla superficie della proteina per una lunghezza 
di 70-80 À. Da questa fessura si ramifica uno stretto 
canale largo 12-15 À, profondo da 20 a 25 À e lungo 
30 À che può contenere una catena singola di RNA 
o possibilmente di DNA. Vicino a questo punto di 
ramificazione vi è anche un tunnel del diametro di 
8 À che si estende per circa 35 À all’interno della 
proteina. Il suo ruolo è meno chiaro, ma potrebbe 
essere il tunnel di accesso per i nucleotidi substrato 
più semplicemente una regione accessibile al solven- 
te all’interno della proteina in contatto con varie su- 
bunità. 
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3. IL CONTROLLO DELLA TRASCRIZIONE 
NEI PROCARIOTI 


A. | promotori 


La sporulazione nel B. subtilis avviene attraverso 
sequenze di fattori o interagenti 


La sporulazione del Bacillus subtilis rappresenta un 
modello di come una singola cellula può differenzia- 
re in tipi cellulari diversi. Durante la sporulazione, 
un setto posto in una posizione asimmetrica separa 
la cellula sporulante in due compartimenti, la pro- 
spora e la cellula madre, ognuna delle quali con- 
tiene un cromosoma batterico. I due compartimenti 
seguono programmi di sviluppo diversi che coinvol 
gono ovviamente la trascrizione di geni diversi. Il 
setto separa quindi la prospora che diventa poi una 
spora, una cellula geminale da cui deriveranno mol- 
te progenie. La cellula madre, che circonda la spora, 
viene scartata dopo il completamento della sporula- 
zione. 
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ste interazioni devono coinvolgere contatti proteina- 
RNA e proteina-proteina. Infatti, diverse proteine 
snURP contengono motivi che sono implicati in queste 
interazioni (per esempio, la proteina A del U1-snRNP 
che contiene un motivo per il riconoscimento dell’R- 
NA; paragrafo 29.4). 

Possiamo ora porci questa domanda: poiché gli in- 
troni del gruppo II non hanno bisogno di nessun mac- 
chinario di splicing esterno, perché il macchinario 
di splicing dei pre-mRNA eucariotici è così complica- 
to? Una risposta potrebbe essere che i confini tra in- 
troni ed esoni sono così poco definiti che è necessario 
avere un macchinario così complicato per mantene- 
re uno splicing accurato. Una spiegazione analoga è 


stata data alla complessità del sistema di replicazione 
del DNA. 
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Elaborazione dell'mRNA dell'apolipoproteina B 


L'uomo esprime due forme di apolipoproteina B 
(apoB), l'apoB 48, che viene prodotta nell’intestino te- 
nue e opera nei chilomicroni per trasportare i triacil- 
gliceroli dall'intestino agli altri tessuti, e l’apoB 100 
che viene prodotta nel fegato e agisce nelle VLDL, 
IDL e LDL per trasportare il colesterolo dal fegato 
agli altri tessuti (paragrafi 11.4A e 11.4B). L’apoB 100 
è un enorme proteina di 4 536 residui, mentre l’apoB 
48 è costituita dai 2153 residui della regione N- 
terminale dell'apoB 100: quest’ultima manca quindi 
del dominio C-terminale dell’apoB 100 che è predi: 
sposto al legame del recettore delle LDL. 

Pur essendo diverse, l’apoB 100 e l’apoB 48 sono 
espresse dallo stesso gene. Come può accadere que- 
sto fatto? Confrontando gli mRNA che codificano 
per le due proteinasi si è potuto osservare che essi 
differiscono in un solo punto: una C è stata sostitui- 
ta da una U. Il codone 2153, che codifica per una 
Gln (CAA) nell’apoB 100 diventa un codone di stop 
(UA A) nell’mRNA dell’apoB 48. L’attività che cata- 
lizza questa conversione è espressa da una proteina: 
essa viene distrutta dalle proteasi e da reagenti spe- 
cifici per le proteine e non dalle nucleasi. Quando 
l'mRNA dell’apoB viene sintetizzato in presenza di 
[a-**P]CTP, l'elaborazione in vitro produce un resi- 
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duo di [**P]UMP soltanto al sito di elaborazione. 
Quindi questa attività è molto probabilmente una 
citidina deamminasi sito-specifica. Questo tipo di ela- 
borazione dell’RNA è diversa da quella dei mitocon- 
dri tripanosomici che inseriscono o eliminano diver- 
si residui di U nell’mRNA sotto la direzione di RNA 
guida (paragrafo 29.4). L'elaborazione dell’mRNA del- 
l’apoB rappresenta un nuovo sistema di manipola- 
zione dell’mRNA, che ricorda il tipo di modificazio- 
nì postrascrizionali che generano i nucleotidi modi- 
ficati dell'RNA di trasferimento. Non sono noti però 
altri esempi di questo di elaborazione. 
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CAPITOLO 30 


La traduzione 


2. L'’RNA DI TRASFERIMENTO 


B. La struttura terziaria 


Gli elementi di identità del tRNAS! 


L'estensione della struttura ai raggi X della glutam- 
minil-tRNA sintetasi - tRNAS! (GinRS-tRNAS; pa- 
ragrafo 30.2) ad una risoluzione di 2,5À ha rivelato 
che la conformazione del braccio dell’anticodone del 
tRNAS è diversa da quella dei tRNA non comples- 
sati. Si era dimostrato in precedenza che 1U35, la 
base centrale dell’anticodone del tRNAS, è un ele- 
mento di identità del tRNAS!" mediante l'osserva- 
zione che sostituendo l’anticodone del tRNA inizia- 
tore tRNA!Met (CAU) con quello del tRNAS" (CUA, 
si ottiene un tRNA ibrido che la Met RS carica me- 
no efficacemente del tRNAÉMe normale, ma che la 
GInRS carica 1000 volte più velocemente. Nella strut- 
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tura ai raggi X della GlnRS- tRNAS", il braccio del- 
l’anticodone presenta due nuove coppie di basi non 
del tipo Watson e Crick (2’-O-metil-U32- Y38 e 
m?A37-U33), lasciando le basi dell’anticodone di- 
sposte in direzioni diverse in modo da adattarsi a 
tasche diverse della sintetasi. Queste proprietà strut- 
turali indicano che la GlnRS utilizza tutte le sette 
basi del ripiegamento dell’anticodone per discrimi- 
nare tra i vari tRNA. Modificazioni di una delle basi 
tra il residuo A34 (l’estremità 5° dell’anticodone) e 
il residuo G38 generano tRNA che hanno il rappor- 
to ka/Ku per l’amminoacilazione da parte della 
GinRS inferiore di un fattore che varia da 1,5 x 
1072 a 3,6 x 1073. 

Gli altri elementi di identità conosciuti del tRNAS" 
sono localizzati nello stelo accettore. Essi compren- 
dono le basi delle coppie tipo Watson e Crick G2 - C71 
e G3-C70 con cui la GlnRs crea specifici contatti. 
Durante il legame alla GlnRs, la sequenza a singola 
catena GCCA all’estremità 3’ del trvASIn forma un 
ripiegamento a forcina che provoca l’apertura della 
prima coppia di basi dello stelo accettore Ul: A72. 
La reazione della GlnRS è relativamente insensibile 
a variazioni di basi in queste ultime due posizioni, 
a meno che la coppia non venga rinforzata con una 
sostituzione C1-C72. Il residuo G_ nell’estremità 
GCCA, il residuo G73 (chiamato anche base discri- 
minatrice in quanto l'identità della base in questa 
posizione sembra essere correlata alla natura chimi- 
“a dell’amminaocido trasportato dal tRNA) è insen- 
sibile alla sostituzione con un'altra purina (A), ma 
è sensibile alla sostituzione con una pirimidina (U 
o C). Probabilmente la sostituzione G73 > A non 
disturba la struttura del ripiegamento a forcina, men- 
tre una pirimidina in quella posizione si impila in 
modo diverso con le altre basi. Quindi gli elementi 
più forti di identità del tRNAS!" sono disposti nel 
braccio delll’anticodone e la seconda e terza coppia 
di basi dello stelo accettore. 
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Struttura ai raggi X della aspartil-tRNA sintetasi di 
lievito complessata con il tRNASP 


La struttura ai raggi, determinata di recente, dell’a- 
sparti-tRNA sintetasi - tRNA*P (AspRS- tRNA:1P) 
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è la seconda struttura nota di un tRNA in un com- 
plesso con la sua amminoacil-tRNA sintetasi (la pri- 
ma è stata quella della GinRS-tRNAS! di E. coli) 
e la prima contenente una amminoaciltRNA sinte- 
tasi della Classe II (gli enzimi della Classe I e II sono 
confrontati nel paragrafo 30.2). L’AspRs di lievito 
è un dimero a, con subunità di 377 residui che le- 
ga due molecole di tRNA, una ad ogni estremità. 

Sia ’AspRS che la GlnRS creano contatti con i loro 
tRNA a livello di due siti, la sequenza a singola cate- 
na GCCA all’estremità 3‘ dello stelo accettore e la 
fine del braccio dell’anticodone. I contatti hanno non 
di meno caratteri molti diversi: anche se i due tRNA 
si avvicinano alle loro sintasi con la parte interna 
della loro struttura ad L, il tRNA4*P lo fa nella di- 
rezione della scanalatura principale del suo stelo ac- 
cettore, mentre il tRNA" utilizza la direzione del- 
la scanalatura secondaria. I modi di legami dei due 
tRNA sono in sostanza le immagini speculari l’uno 
dell’altro. L’estremità GCCA del tRNA**P continua 
la sua via elicoidale anche all’interno del sito catali- 
tico della GlnRs, mentre per poter entrare nel sito 
catalitico della GinRs l’estremità GCCA del tRN AS!" 
deve prima piegarsi all'indietro formando una for- 
cina che porta all'apertura della prima coppia di ba- 
si (una U- A) dello stelo accettore. La profonda sca- 
nalatura principale in un’elica di A-RNA è normal. 
mente troppo stretta per contenere gruppi più grandi 
di una molecola di acqua (paragrafo 28.2B). Cì si 
aspetta quindi che le proteine interagiscano con le 
eliche del tRNA nella larga scanalatura secondaria, 
esattamente come accade per lo stelo accettore del 
GlnRS-tRNAf"", Nel complesso AspRS-tRNA*P, la 
scanalatura principale alla fine dello stelo accettore 
è sufficientemente larga da interagire con un ripie- 
gamento della proteina. 

Il braccio dell'anticodone del tRNA viene piega- 
to di ben 20 À verso l'interno della struttura a L e 
le basi dell'anticodone non sono impilate. La cerniera 
che provoca questo ripiegamento è rappresentata da 
una coppia di basi G30- U40 presente nello stelo ac- 
cettore e in tutte le altre specie di tRNA è sempre 
una coppia di basi del tipo Watson e Crick. Le basi 
dell'anticodone del tRNA“!" sono anche non impilate 
e in contatto con la GinRS, ma la conformazione dello 
scheletro covalente è diversa da quella della stessa re- 
gione del tRNAAP. In conclusione, la conformazione 
di un tRNA complessato con la sua sintetasi sembra 
essere dettata dalle interazioni con la proteina (adatta- 
mento indotto) piuttosto che dalla sequenza. 

Le sintetasi Classe I e Classe II si differenziano per 
i siti che legano l’ATP: nelle sintetasi Classe I, il sito 
è costruito intorno ad un ripiegamento che lega i 
nucleotidi (ripiegamento di Rossman) costituito da 
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essere sostituito da un anticorpo diretto contro cel- 
lule specifiche, ad esempio quelle cancerose. 
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4. IL CONTROLLO DELLA TRADUZIONE 
NEGLI EUCARIOTI 


Controllo dell’inizio della traduzione 


È sempre più chiaro che l'espressicne di molte pro- 

teine eucariotiche è controllata primariamente a li- 

vello della traduzione. Il meccanismo responsabile 

di questa regolazione comprende un processo di fo- 

sforilazione/defosforilazione dei fattori di inizio, la 

organizzazione/disorganizzazione della struttura se- 

condaria e terziaria degli mRNA e il legame/rilascio . 
di proteine che mascherano gli mRNA. Tutti questi 
processi di regolazione operano a livello dell'inizio 

del processo di traduzione. 

L'inizio della traduzione negli eucarioti comincia 
con il legame del fattore d'inizio eIF4F alla 5/-m'°G 
del cap dell'mRNA mediante la sua subunità a, elF-H4E 
(chiamata anche proteina che lega il cap). Subito do- 
po vi è il legame di eIFtA e eIF-4B che agiscono 
come una RNA elicasi ATP-dipendente che apre la 
struttura secondaria dell’mRNA, che potrebbe inve- 
ce nascondere il codone di inizio. La subunità riboso- 
miale piccola (408), legata al MettRNAÎ!" al GTP e 
a diversi altri fattori di inizio che si legano anch'essi 
alla estremità 5’ dell'mRNA, scorre lungo la catena 
dell'mRNA con la concomitante idrolisi di ATP; que- 
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sta sembra essere la tappa che limita la velocità del 
processo di inizio fino a che non viene incontrato 
il codone di inizio AUG. Qiundi la subunità 60S si 
lega quindi al complesso così formatosi e vengono 
rilasciati i fattori di inizio, generando il complesso 
in grado di cominciare l’allungamento della catena. 

Il processo di fosforilazione/defosforilazione di di- 
verse proteine sembra avere una funzione rilevante 
nel controllo della velocità della sintesi proteica nelle 
cellule di mammifero. Quindi il livello di fosforila- 
zione di elF-2B, elF-3, elF-4B e di eIF-4F, come pure 
delle proteine ribosomiali S6, è correlata alla velocità 
della traduzione. Il fattore eIF-4E viene fosforilato dalla 
proteina chinasi C attivata, un importante componente 
della via di trasduzione intracellulare di segnali inne- 
scati da ormoni (paragrafo 34.4B), fatto che spiega 
come viene coordinata la sintesi proteica con la velo- 
cità di crescita e proliferazione delle cellule. L’infe- 
zione da adenovirus induce la defosforilazione e quin- 
di l’inattivazione di elF-4F, in accordo con il fatto 
che la traduzione è inibita nelle cellule infettate. Al 
contrario, la sovraespressione di elF-4F in certi tipi 
di cellule determina la loro trasformazione in cellule 
maligne, cioè in cellule che proliferano continuamente 
in modo non controllato, diventando quindi cancero- 
se (le basi biochimiche del cancro sono discusse nel 
paragrafo 33.4C). 

Ovviamente possono esserci molti altri meccani. 
smi, alcuni dei quali ancora ignoti, che controllano 
la traduzione negli eucarioti. Quindi, la regolaziohe 
della traduzione negli eucarioti è un processo com- 
plesso, a molte facce, che solo ora comincia a venire 
alla luce. 
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RNA antisenso 


Poiché l’RNA forma molecole a doppia catena con 
un RNA complementare, la traduzione di un dato 
mRNA può essere inibita da un segmento di un RNA 
con una sequenza complementare, chiamato RNA 
antisenso (o antisense RNA). L'espressione di RNA 
antisenso in tessuti specifici può avere risvolti bio- 
medici e biotecnologici enormi. Per esempio, la ma- 
turazione della frutta è controllata da un ormone 
vegetale, l’etilene (C.H.), il prodotto di una via me- 
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tabolica la cui tappa che limita la velocità è cataliz- 
zata dalla 1-amminociclopropano-1-carbossilato 
sintasi (ACC sintasi). L'espressione costitutiva dell’R- 
NA antisenso del gene della ACC sintasi nel frutto 
potrebbe quindi essere un sistema per inibire la ma- 
turazione della frutta. Infatti, l’espressione transge- 
nica di questo RNA antisenso in piante di pomodoro 
previene la maturazione del pomodoro, un effetto 
che può essere superato dalla somministrazione eso- 
gena di etilene. Questo fatto ci fa pensare che sia 
possibile far maturare la frutta o i vegetali a do- 
manda, prevenendo le solite perdite che si hanno 
durante il trasporto o per la mancanza di refrigera- 
zione. Un altro esempio di questo fenomeno è rap- 
presentato dalla crescita delle cellule di leucemia 
umana che viene inibita in vitro da oligonucleotidi 
sintetici indirizzati contro un gene specifico del tu- 
more, coinvolto nel mantenimento del fenotipo tu- 
morale leucemico. 
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CAPITOLO 31 


Replicazione, riparazione 
e ricombinazione del DNA 


1. LA REPLICAZIONE DEL DNA: 
UNA VISIONE D'INSIEME 


C. La replicazione semidiscontinua 


Struttura ai raggi X di un frammento di Okazaki 
È stata determinata la struttura ai raggi X di un 
modello di 10 bp di un frammento di Okazaki, un 
complesso tra l’oligonucleotide chimerico RNA-DNA 
r(GCG)d(TATACCC) e l’oligonucleotide complemen- 
tare d(GGGTATACGC). L’oligomero forma una dop- 
pia elica tipo A che ha 11 residui per giro. La geo- 
metria dell’accoppiamento delle basi, in particolare 
quelle del segmento centrale TATA, è distorta, ma 
non vi sono indicazioni di una transizione da elica 
tipo A a elica tipo B alla giunzione tra l’ibrido RNA- 
DNA e il DNA duplex. Non è chiaro quanto deve 
essere lungo il segmento di DNA duplex per indur- 
re la transizione alla conformazione del DNA B. 
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2. GLI ENZIMI DELLA REPLICAZIONE 
B. La DNA polimerasi III 


Struttura ai raggi X della subunità 8 di Pol II 


L'oloenzima Pol III è un complesso di almeno 10 sub- 
unità proteiche (a, e, 9, 7, y, dò, è‘, %, ve 8); la subu 
nità @ è la polimerasi e la subunità e è la esonucleasi 
3’ — 5’. Il nucleo a tre subunità della polimerasi 
(a, e e 8) può riempire piccole regioni a catena sin- 
gola, ma non è in grado di replicare lunghi tratti 
di DNA. Il nucleo polimerasico può essere reso effi- 
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sion repair enzyme specific for a pvrimidine dimer», 
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6. LA RICOMBINAZIONE 
E GLI ELEMENTI GENETICI MOBILI 


A. La ricombinazione generale 
La struttura ai raggi X della proteina RecA 


La ricombinazione omologa nell’E. coli è mediata da 
RecA. Questa proteina di 352 residui, un prodotto 
del gene RecA, polimerizza cooperativamente in mo- 
do non specifico sul DNA a catena singola oppure 
sul DNA a doppia catena che abbia un'interruzione 
su una catena. Il filamento così formato si lega al 
DNA a doppia elica omologo e, in una reazione ATP 
dipendente, l'enzima catalizza la reazione di scam- 
bio di catena. La microscopia elettronica (per esem- 
pio, Fig. 31.38) ha rivelato che i filamenti di RecA 
legati al DNA a catena singola o a doppia catena for- 
mano un'elica destrogira con 6,1-6,2 monomeri per 
giro ed un passo tra 85 e 100 À. In questi filamenti 
il DNA, che si lega con tre nucleotidi (o bp) per mo- 
nomero di RecA e quindi ha circa 18,6 nucleotidi (o 
bp) per giro, è così esteso che deve giacere vicino 
al centro del filamento elicoidale. 

La struttura ai raggi X della RecA complessata con 
lADP rivela che la proteina è costituita da un domi- 
nio centrale maggiore che è fiancheggiato da due do- 
mini più piccoli prodotti dalle regioni N-terminale 
e C-terminale. I monomeri si associano formando un 
filamento elicoidale largo circa 120 À con sei mono- 
meri per giro e un passo di 82,7 À. Il filamento eli- 
coidale è considerevolmente aperto, così che vi sono 
spazi vuoti tra le unità monomeriche disposte in giri 
successivi dell'elica. Questa disposizione genera un 
largo foro centrale. Questo filamento elicoidale è mol- 
to simile al filamento RecA/DNA a doppia elica vi- 
sualizzato a bassa risoluzione con il microscopio elet- 
tronico. 

Il confronto tra le sequenze di 16 proteine RecA 
batteriche ha consentito di stabilire che 105 dei loro 
amminoacidi (circa il 30%) sono invarianti. Non sor- 
prendentemente, questi residui sono localizzati sulla 
superficie interna della scanalatura elicoidale del fi- 
lamento, dove probabilmente generano contatti con 
la molecola del DNA che si viene a legare in questa 
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regione. Due ripiegamenti, compresi tra i residui 157 
e 164 e tra 195 e 209, che non sono visibili nella strut- 
tura ai raggi X e quindi sono disordinati, sono anco- 
ra più conservati (44% di residui invarianti) del resto 
della proteina. Questi ripiegamenti sono localizzati 
in prossimità dell’asse del filamento e sono quindi 
implicati nel legame del DNA. 


BIBLIOGRAFIA 
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La proteina RuvC è una endonucleasi 
che separa le strutture di Hollidav nell’E. coli 


La proteina RecA promuove lo scambio di catene tra 
DNA a doppia elica omologhi, polimerizzando su una 
singola catena di un DNA duplex rotto per formare 
un filamento elicoidale (vedi sottoparagrafo preceden- 
te) e, in un processo ATP-dipendente, attiva la cate- 
na a cui è legata facendola spostare una catena singo- 
la corrispondente da un'altro DNA a doppia elica. 
La ricombinazione omologa richiede che questa rea- 
zione abbia luogo su entrambi i DNA duplex. La ri- 
mozione della RecA a questo punto determina la com- 
parsa di una struttura di Hollidav in cui i due DNA 
a doppia elica che devono generare le molecole ri- 
combinanti sono legati a livello di un singolo punto 
di crossover (Figg. 31.34 e 31.35). 

La proteina RuvC di E. coli, il prodotto del gene 
RuvG, è una endonucleasi che separa le strutture di 


“Hollidav nei loro componenti DNA a doppia elica, 


formando molecole ricombinanti. L'attività di que- 
sta proteina è assente in estratti preparati dall’£. coli 
con un sistema RuvC di ricombinazione/riparazione 
difettoso per una mutazione. In esperimenti condot- 
ti usando strutture di Hollidav sintetiche, si è potuto 
osservare che soltanto la RuvC è in grado di separare 
le giunzioni trasversali di Holliday costituite da se- 
quenze omologhe. Una giunzione trasversale sinteti- 
ca, della lunghezza di 50 nucleotidi e contenente un 
nucleo di 2 segmenti omologhi di 12 bp che sporge- 
vano dal punto di crossover, viene separata in modo 
efficace dalla RuvC in condizioni appropriate, men- 
tre se i segmenti omologhi hanno dimensioni infe- 
riori alle 6 bp la giunzione non viene separata. 
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CAPITOLO 32 
| virus: paradigmi per le funzioni cellulari 
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2.1 VIRUS SFERICI 
A. L'architettura del virus 


Struttura ai raggi X del virus 40 della scimmia (SV40) 
Il virus della scimmia SV-40 è un poliomavirus, 
la classe più semplice di virus contenenti un DNA 
a doppia elica. Questo virus ha un diametro esterno 
di circa 500 À (Fig. 32.1g) e trasferisce un minicro- 
mosoma circolare di 5 243 bp (Fig. 33.43) dal nucleo 
di una cellula a un’altra. Il capside virale è costituito 
da 360 copie di una proteina di 361 residui, detta 
VP1, organizzate con una simmetria icosaedrica. Que- 
sto numero di particelle non può essere organizzato 
però nella struttura icosaedrica caratteristica del TBSV 
(il numero di triangolazione per l’SV40 è T = 360/60 
= 6 che è un valore proibito per un icosadeltaedro; 
i numeri di triangolazione permessi sono dati dall’e- 
quazione T = h? + hk + k°, dove h e k sono nu- 
meri interi e positivi). Come hanno indicato in pre- 
cedenza studi strutturali a bassa risoluzione dei po- 
liomavirus, la proteina VPi forma esclusivamente 
pentameri che possono assumere due posizioni non 
equivalenti (classi diverse). Dodici pentameri giaccio- 
no sull’asse di rotazione dell’icosaedro, ognuno dei 
quali è circondato da un pentamero di una classe di- 
versa. Questi pentameri di classe diversa non giac- 
ciono sull’asse di simmetria e ognuno è circondato 
da sei pentameri, cinque della stessa classe e non del- 
l’altra. Come conseguenza ogni capside contiene sei 


classi di subunità di PV1 chimicamente identiche, ma 
simmetricamente non equivalenti. Quali aggiustamen- 
ti conformazionali devono subire le varie subunità 
per formare questa struttura ed in particolare come 
può una struttura pentamerica essere coordinata con 
altri sei pentameri? 

La struttura ai raggi X dell’SV40 indica che la VP1 
è costituita da tre moduli: un braccio N-terminale 
che si estende attraverso l’interno del pentamero al 
di sotto della subunità vicina (nel senso delle lancette 
dell’orologio, guardando dall’esterno verso l’interno) 
e i cui primi 15 residui non sono visibili nella strut- 
tura (probabilmente si estendono all’interno per in- 
teragire con il minicromosoma che non è visibile per 
gli stessi motivi), un 8-barile antiparallelo con la stes- 
sa topologia di quello dei virus delle piante e dei pi- 
cornavirus (Figg. 32.14 e 32.18), anche se orientato 
più o meno radialmente rispetto al capside, invece 
che tangenzialmente, e un lungo braccio C-terminale 
che è il sito delle principali variazioni conformazio- 
nali che generano le sei diverse classi di PV1 a diver- 
sa simmetria. Il braccio C-terminale forma il princi- 
pale contatto interpentamerico estendendosi dal suo 
pentamero di origine fino ad invadere il pentamero 
vicino. Ogni pentamero riceve quindi cinque braccia 
invadenti e allo stesso tempo ha altre cinque braccia 
con cui crea altri contatti. La formazione del capside 
dipende dalla diversa disposizione del braccio C- 
terminale tra i vari pentameri che si stanno associan- 
do. Poiché il braccio C-terminale è probabilmente fles- 
sibile e non organizzato in un pentamero libero, i 
blocchi di costruzione pentamerici del capside si com- 
portano, per modo di dire, come se fossero tenuti 
uniti da funi piuttosto che cementati tra loro mediante 
superfici complementari. La delezione del braccio C- 
terminale da una subunità VP1 ricombinante non im- 
pedisce la sua associazione in un pentamero, ma pre- 
clude a questo pentamero la possibilità di inserirsi 
in strutture simili a quelle del virus. 
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Struttura ai raggi X del batteriofago pX174 


Il batteriofago $X174 è un piccolo virus sferico che 
contiene un DNA circolare a catena singola di 5 386 
nucleotidi (la cui replicazione è discussa nel paragra- 
fo 31.3B). Il virione contiene anche 60 copie delle pro- 
teine F (426 residui), G (175 residui) e J (37 residui) 
e 12 copie della proteina H (328 residui). Studi al mi- 
croscopio elettronico hanno mostrato che sono pre- 
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ROTH, S.Y. e ALLIS, C.D., (1992), «Chromatin condensation: 
does histone H1 dephosphorylation play a role», Trends 
Biochem. Sci., 17, pp. 93-98. 

Wipom, J., (1991), «Nucleosomes and chromatin», Curr. 
Opin. Struct. Biol., 1, pp. 245-250. 


2. L'ORGANIZZAZIONE DEL GENOMA 


E. Famiglie di geni raggruppati: 
l’organizzazione 
dei geni dell'emoglobina 


Gli uomini contemporanei 
hanno avuto un antenato africano 


Il confronto delle sequenze di due segmenti iperva- 
riabili del DNA mitocondriale (miDNA) da 189 per- 
sone di diversi ceppi etnici ha suggerito che, in ac- 
cordo con studi precedenti, l’uomo contemporaneo 
ha avuto un antenato comune africano che visse cir- 
ca 200 000 anni fa. L'assenza di mtDNA umano che 
divergeva più di 280 000 anni fa indica che le popo- 
lazioni umane che migravano dall'Africa sostituiro- 
no le polazioni euroasiatiche residenti che erano di- 
scese dall’Homo erectus che a sua volta era migrato 
dall'Africa tra 800 000 e 1000 000 di anni fa. 
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3. IL CONTROLLO DELL'ESPRESSIONE 
GENICA 


Ruolo delle particelle del nucleo dei nucleosomi e 
dell’istone H1 nella regolazione della trascrizione 


Nel tentativo di stabilire se la presenza di nucleoso- 
mi abbia qualche effetto sulla trascrizione dei DNA 
che li compongono, fu studiata la trascrizione in vi- 
tro della cromatina utilizzando i vari componenti pu- 
rificati. Il livello di trascrizione mediata dalla RNA 
polimerasi II diminuisce progressivamente all’aumen- 
tare della densità delle particelle del nucleo nucleo- 
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somico legate al DNA (diventava il 24 % della veloci- 
tà osservata con il DNA «nudo», cioè quando vi è una 
particella del nucleo ogni 200bp). Esperimenti, con- 
dotti usando una endonucleasi di restrizione in gra- 
do di rompere il DNA vicino al punto di inizio della 
trascrizione di quel particolare gene che sta per esse- 
re trascritto, hanno indicato che le particelle del nu- 
cleo dei nucleosomi tendono ad occupare i siti di ini- 
zio della trascrizione. Di conseguenza, questa repres- 
sione della trascrizione mediata dai nucleosomi non 
è rimossa dagli attivatori della trascrizione come l’Sp1 
ed il GAL4-V16 che si legano a specifici siti sul DNA 
localizzati a poca distanza dai punti di partenza del- 
la trascrizione. 

Se l’istone H1 viene aggiunto alle preparazioni de- 
scritte sopra in un rapporto di 0,5-1,0 molecole di 
istone per nucleosoma (200 bp di DNA), il livello del- 
la trascrizione risulta ridotto all’1-4% rispetto a quel- 
lo osservato con la cromatina contenente soltanto i 
nuclei nucleosomici. La repressione della trascrizio- 
ne mediata dall’istone H1 viene eliminata dall’aggiun- 
ta di Spi oppure di GAL4-V16. Con il DNA «nudo», 
l'aggiunta di questi fattori determina un aumento del- 
la velocità della trascrizione che può andare dalle tre 
alle otto volte. Questi fattori di trascrizione aumenta- 
no però il livello della trascrizione della cromatina 
repressa dall’istone H1 di un fattore che va da 90 
a 200 volte. Queste osservazioni hanno consentito di 
formulare un modello in cui il legame dei fattori di 
trascrizione depleta o riconfigura il nucleo dei nu- 


cleosomi e l’istone H1 è legato ai siti promotori dei 
geni attivati. 
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B° La regolazione dell'inizio della trascrizione 


Struttura ai raggi X della cerniera a leucina 
(leucine zipper) 


La leucine zipper è un motivo proteico altamente con- 
servato che partecipa alla dimerizzazione di una va- 
rietà di fattori di trascrizione eucariotici (paragrafo 
33.3). Questi motivi sono caratterizzati dall’avere un 
eptamero ripetuto (a-b-c-d-e-f-g),, in cui il residuo d 
è quasi sempre Leu (da qui il nome di cerniera a 
leucina), mentre il residuo a è di solito idrofobico 
(per esempio, vedi la Fig. 33.49, dove i residui a € 
d sono nelle posizioni 1 e 5). Questi residui formano 
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una striscia idrofobica su un lato dell’a-elica su cui 
si avvolge il polipeptide, promuovendo la dimeriz- 
zazione con un altro polipeptide (non necessariamente 
identico) e formando una struttura ripiegata a spira- 
le con due a-eliche parallele (Fig. 7.27). 

La struttura ai raggi X del polipeptide di 33 residui 
corrispondente alla cerniera a leucina dell’attivatore 
della trascrizione del lievito GCN4 ha rivelato che 
i primi 30 residui che contengono circa 3,6 eptameri 
ripetuti, sono ripiegati in otto giri di a-elica che di- 
merizza come descritto sopra formando circa un 
quarto di giro della struttura a spirale. La curvatura 
delle a-eliche nella spirale ripiegata deriva da un ac- 
corciamento dei legami idrogeno della catena princi- 
pale all’interfaccia del dimero, rispetto a quelli di- 
sposti invece all’esterno della struttura. La struttura 
del dimero può essere rappresentata come una scala 
a pioli avvolta su se stessa, i cui pali di sostegno sono 
gli scheletri covalenti delle a-eliche ed i pioli sono 
invece le catene idrofobiche che interàgiscono tra lo- 
ro. I residui di leucina conservati nella posizione d 
dell’eptamero, che formano sempre il secondo scali 
no, non sono intercalati come mostra la Fig. 33.49b, 
ma interagiscono estremità contro estremità. Altri 
scalini sono formati dai residui a dell’eptamero ripe- 
tuto ( molto spesso residui di Val) mediante contatti 
analoghi a quelli della leucina. Ogni catena laterale 
della leucina nella posizione d oltre che interagire 
con la catena laterale di un altro residuo di leucina 
d' simmetricamente correlato di un altro polipepti- 
de, forma contatti anche con la catena laterale del 
residuo seguente nella posizione e’. Analogamente, 
la catena laterale del residuo in a interagisce simme- 
tricamente con a'/ e forma contatto con il residuo 
g°. Questi due gruppi di strutture generano un'este- 
sa interfaccia idrofobica tra le eliche che compongo- 
no la spirale ripiegata. 

In confronto alle classiche spirali ripiegate a due 
catene delle proteine fibrose come la cheratina (pa- 
ragrafo 7.2A) e la miosina (paragrafo 34.3A), queste 
cerniere a leucina sono molto più corte e contengono 
una proporzione molto più elevata di residui di leu- 
cina (una spirale classica ha in media dal 25 al 50% 
di residui Leu nella posizione d). Perché allora i resi 
dui di leucina sono così conservati nelle cerniere a 
leucina? La spiegazione più semplice è che l’eptame- 
ro ripetuto con i residui di Leu sia il criterio princi 
pale utilizzato per identificare le cerniere a leucina. 
Alla luce però di studi genetici che indicano che i 
residui di leucina alla posizione d della cerniera a 
leucina del GCN4 sono meno tolleranti alle mutazio- 
ni che gli altri residui idrofobici nella posizione a, 
appare chiaro che questi residui di Leu conferiscono 
una stabilità particolare alla spirale. Quindi la mag- 
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giore proporzione di residui di Leu nelle cerniere 
a leucina rispetto alle classiche spirali ripiegate può 
semplicemente riflettere una loro diversa funzione: 
le spirali classiche hanno in genere ruoli strutturali 
e dinamici che richiedono l’interazione tra proteine 
per tratti considerevoli, mentre le cerniere a leucina 
sono interfacce per la dimerizzazione che l’evoluzio- 
ne ha mantenuto più corte possibili, rendendo al con- 
tempo massima la loro stabilità. La generale prefe- 
renza per catene laterali alifatiche ramificate nelle 
posizioni a e d osservata nelle strutture cristalline 
può derivare dalla loro capacità di riempire gli spazi 
tra le eliche che si stanno associando. Catene laterali 
più piccole, come quelle dell’Ala, lascerebbero bu- 
chi, mentre catene laterali più grandi, come quella 
della Phe, potrebbero distorcere la struttura. 
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Struttura ai raggi X del recettore 
dei glucocorticoidi complessato con il DNA 


Il recettore dei glucocorticoidi lega l'ormone glico- 
corticoide (un tipo di ormone steroideo, paragrafo 
34.4A) nel citoplasma e poi diffonde ‘al nucleo dove 
si lega alle sue sequenze di DNA bersaglio, gli ele- 
menti della risposta glucocorticoide (GRE), modulan- 
do la velocità di trascrizione dei geni a loro associati. 
Il recettore dei glicocorticoidi è un membro della su- 
perfamiglia dei recettori nucleari che compren- 
de i recettori per i vari ormoni steroidei, della vita- 
mina D dell’acido retinoico e degli ormoni tiroidei 
(paragrafo 34.4A). Queste proteine recettrici, molte 
delle quali attivano gruppi di geni distinti, ma so- 
vrapposti, hanno un’organizzazione comune dei lo- 
ro domini funzionali per il legame del ligande, il le- 
game del DNA e per la regolazione della trascrizio- 
ne. I domini che legano il DNA dei recettori nucleari 
contengono otto residui di Cys che a gruppi di quat- 
tro coordinano in modo tetraedrico due ioni Zn°*. 
Essi sono conosciuti con il nome proteine contenenti 
zinc finger (dito di zinco), anche se le loro strutture 
sono diverse dalle proteine contenenti zinc finger clas- 
siche (Cysy-Hiss; Fig. 33.47 e paragrafo 33.3). 

È stata determinata la struttura ai raggi X di due 
segmenti di DNA complessati con il dominio di 86 
residui che lega il DNA del recettore per i glucocor- 
ticoidi di ratto. Il primo segmento chiamato GREus 
contiene due mezzi siti GRE ideali a 6 bp disposti 
simmetricamente tra uno spaziatore di 4 bp, mentre 
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la codificata dai geni della Drosophila transformer 
e transformer-2. L'uso di ASF-1 espressa nei batteri 
in esperimenti di splicing in vitro ha dimostrato in 
modo chiaro che la selezione del sito di splicing al- 
ternativo può essere influenzata da un fattore di spli- 
cing generale. 
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La malattia del cromosoma X fragile 


La malattia del cromosoma X fragile, la più co- 
mune forma di ritardo mentale ereditario, colpisce 
un maschio ogni 500 e una femmina ogni 2 500. Il 
suo nome deriva dal fatto che negli affetti dalla ma- 
lattia la punta del braccio lungo del cromosoma X 
è collegata al resto del cromosoma mediante un filo 
sottile che viene rotto facilmente. La genetica della 
malattia è piuttosto bizzarra. Tra il 20 ed il 50% dei 
maschi che portano una mutazione che determina 
il cromosoma X fragile sono asintomatici, sia clinica- 
mente che citogeneticamente. Le loro figlie sono al- 
trettanto asintomatiche, ma i figli di queste figlie sia 
maschi che femmine possono avere la malattia. (Ri- 
cordate che i difetti genetici legati al cromosoma Xx 
sono spesso fenotipicamente espressi nei maschi, in 
quanto hanno un solo cromosoma X, mentre le fem- 
mine, che hanno due cromosomi X, esibiscono i sin- 
tomi di un difetto recessivo legato al cromosoma X, 
soltanto se entrambi i loro cromosomi X contengono 
la mutazione). Evidentemente, il difetto del cromo- 
soma X fragile viene attivato in qualche modo dal 
passaggio attraverso una femmina. 

L'espressione fenotipica della malattia del cromo- 
soma X fragile è legata alla anormale metilazione di 
un gruppo CpG vicino o addirittura nel sito fragile. 


I maschi asintomatici hanno un inserto (CCG),, do-, 


ve n può essere 40 + 25 nel sito apparentemente 
trasmesso come tale alle figlie. Nella generazione suc- 
cessiva, l’80% degli individui che hanno ereditato il 
gene del cromosoma X fragile presentano una sor- 
prendente espansione (amplificazione) del frammen- 
to anormale a n = 700 + 150 accompagnato dalla 
comparsa dei sintomi della malattia. Questi inserti 
espansi differiscono per dimensioni anche tra fratel- 
li e spesso presentano una eterogeneità individuale 
che suggerisce una probabile origine mediante mu- 
tazioni somatiche. Il gene mutato non è metilato nei 
maschi asintomatici ed è metilato soltanto nei cro- 
mosomi X inattivi delle loro figlie (uno dei due cro- 
mosomi X delle cellule somatiche delle femmine vie- 
ne mantenuto in uno stato trascrizionalmente inatti- 


e 
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vo, probabilmente mediante metilazione; paragrafo 
33.3A) e completamente metilato nella maggior par- 
te dei maschi portatori della malattia. 

Una possibile spiegazione di questo strano compor- 
tamento genetico della malattia del cromosoma X fra- 
gile potrebbe essere quella che la considera come una 
conseguenza di un fenomeno noto con il nome di 
imprinting genomico, in cui i geni omologhi ere- 
ditati dalla madre e dal padre sono espressi in modo 
differente in fratelli, per effetto di modificazioni chi- 
miche diverse, probabilmente le metilazioni. In que- 
sto modello, il gene o i geni del cromosoma X fragile 
non sono espressi in una femmina portatrice della 
malattia per effetto dell’imprinting genomico. Risul- 
ta però difficile adattare questo modello all’espansio- 
ne dell’inserto tipico del cromosoma X fragile come 
risultato di mutazioni somatiche. L'espansione di per 
sé può essere responsabile di tutte le caratteristiche 
genetiche del cromosoma X fragile anche se non sap- 
piamo perché avvenga questa amplificazione. Con il 
recente sviluppo delle capacità di identificare il di- 
fetto del cromosoma X fragile in portatori asintoma- 
tici, diventa ora possibile verificare questo modello 
e fornire consulenze genetiche appropriate alle fa- 
miglie a rischio. 

Sono state identificate recentemente altre condizioni 
patologiche in cui si ha una espansione di un trinu- 
cleotide ripetuto ricco in CG. La distrofia miotoni- 
ca (DM), la più comune forma di distrofia muscolare 
dell'adulto (è stata stimata una sua incidenza di 1 ca- 
so ogni 8 000 individui), è una malattia autosomica 
dominante caratterizzata principalmente da un pro- 
gressivo indebolimento e consumo del muscolo, la 
cui gravità aumenta nelle generazioni sucessive, men- 
tre diminuisce l’età di comparsa della malattia (un 
fenomeno noto con il nome di anticipazione gene- 
tica). La sua forma più grave, la DM congenita, vie- 
ne trasmessa esclusivamente dalla madre e deriva da 
un inserto nella regione 3’ non tradotta di un gene 
che codifica ciò che sembra essere una proteina chi. 
nasi espressa nei tessuti colpiti dalla DM. L’inserto, 
la tripletta ripetuta (CTG),, è presente in quantità va- 
riabile tra le 5 e 27 copie anche nei soggetti normali, 
ma è espansa ad almeno 50 ripetuti nei pazienti con 
sintomi minimi fino a inserti di diverse kb in quelli 
con forme gravi della malattia. L'atrofia muscola- 
re spinale e bulbare (malattia di Kennedy) è una 
forma di malattia, legata al cromosoma X che com- 
pare nell’adulto e che colpisce il neurone motorio, 
ed è associata a una insensibilità agli androgeni (or- 
moni sessuali maschili). La malattia è causata da un 
ripetuto polimorfico (CAG), nel gene del recettore 
degli androgeni, ma la malattia non è associata a 
un’amplificazione genetica. 
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4. IL DIFFERENZIAMENTO CELLULARE 


La regolazione del ciclo cellulare 


Quali sono gli eventi cellulari che controllano l’inizio 
della mitosi (divisione cellulare)? Le prime indicazio- 
ni su questo processo furono ottenute da esperimen- 
ti su embrioni di invertebrati marini che rivelarono 
che una classe di proteine chiamate cicline si accu- 
mula durante il ciclo cellulare (paragrafo 31.4A) per 
poi sparire bruscamente appena prima della porzio- 
ne anafase della mitosi (Fig. 27.2). Gli embrioni dei 
molluschi bivalvi contengono due tipi di cicline, la 
ciclina A e la ciclina B, facilmente distinguibili in 
base alle diverse sequenze amminoacidiche e ai mo- 
menti di accumulo e distruzione durante il ciclo cel 
lulare. In molti tipi di eucarioti sono state scoperte 
proteine omologhe a queste, dal riccio di mare al 
l’uomo, e quindi non è sorprendente che tutte le cel 
lule eucariotiche seguano la stessa versione del ciclo 
cellulare (anche il lievito ha proteine simili alle cicli- 
ne, anche se non molto correlate alle cicline A e B). 

La ciclina B si combina con una proteina detta 
p3442 (cede sta per ciclo di divisione ccellulare) la 
cui sequenza amminoacidica indica chiaramente che 
è un membro della famiglia delle proteine chinasi 
Ser/Thr. È proprio quest’ultima proteina che si è di- 
mostrata avere un ruolo fondamentale nella regola- 
zione del ciclo cellulare in specie che vanno dal lievi. 
to all'uomo. È in grado di svolgere questa funzione 
fosforilando una varietà di proteine nucleari, tra cui 
l’istone H1, la pp60©“, la p53 e la proteina (Rb) del 
retinoblastoma che probabilmente inizia la cascata 
di eventi cellulari che culmina con la mitosi. Il lega- 
me della ciclina B alla p34%*, che forma un com- 
plesso chiamato alternativamente cde2 chinasi op- 
pure fattore che promuove la fase M (MPYF), atti 
va la p34®. Questa però non è l’intera storia. In- 
fatti la ps4t‘ è anch'essa una fosfoproteina che può 
essere fosforilata sia a livello della Tyr 15 che a livel- 
lo della Thr 167: la cdc2 chinasi è attiva soltanto quan- 
do la Tyr 15 è defosforilata e quando la Thr 167 è 
fosforilata. Inoltre la fosforilazione della Tyr 15 ri- 
chiede la presenza della ciclina B: quindi uno scena- 
rio ragionevole, ma ovviamente troppo semplificato, 
per la regolazione del ciclo cellulare potrebbe essere 
quello seguente. La cellula entra nella fase G1 del 
ciclo cellulare con la ciclina B che è stata proteolizza- 
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homeodomain-operator complex suggests a general mo- 
del for homeodomain-DNA interactions», Cell, 67, pp. 
517-528. 


CAPITOLO 34 


Fisiologia molecolare 


1. LA COAGULAZIONE DEL SANGUE 


B. L'attivazione della trombina e la funzione 
della vitamina K 


Un nuovo modello per la funzione del fattore XI 


Nella cosiddetta via intrinseca della coagulazione del 
sangue (Fig. 34.1), una superficie carica negativamente 
può attivare il fattore XII in una reazione che coin- 
volge il chininogeno ad alto peso molecolare (HMWK) 
e la precallicreina. Il fattore XII attivato (fattore XIIa) 
attiva poi il fattore XI che a sua volta attiva il fattore 
IX e così via. L'osservazione che gli individui defi- 
cienti in fattore XI vanno incontro a sanguinamenti 
indica chiaramente che il fattore XI ha una funzione 
importante nella emostasi. Come è citato nel testo. 
la deficienza di futtore XII, HMWK e di precallicrei- 
na non genera problemi di sanguin&mento, il che 
significa che il fattore XI può essere attivato in vivo 
anche con sistemi diversi dalla via intrinseca. 

È stato proposto un nuovo modello della cascata 
della coagulazione del sangue in cui il fattore XI vie- 
ne attivato dalla trombina, una serina proteasi che 
attiva proteoliticamente il fibrinogeno, il fattore VII 
ed il fattore VIII Questo modello si basa sull’osserva- 
zione che, in assenza di cofattori, la trombina è il 
più potente attivatore del fattore XI, molto più del 
fattore XIla. Infatti, il legame Arg-Ile sul fattore XI 
che viene rotto dal fattore XIla si sovrappone alla 
sequenza immediatamente precedente Lys-Pro-Arg 
che è il tipico sito di rottura della trombina. In pre- 
senza di destran solfato, un polimero carico negati- 
vamente che mima gli effetti della superficie di una 
ferita, il fattore XI viene attivato a una velocità 200 
volte più elevata di quella della trombina da sola. 
Questo processo può avvenire anche in assenza di 
trombina; il fattore XI può quindi autoattivarsi. Sem- 
bra probabile che il fattore XI, mediante una iniziale 
attivazione da trombina seguita da una autoattiva- 
zione, serva a sostenere il processo di coagulazione. 
La coagulazione del sangue verrebbe quindi iniziata 
soltanto dalla via estrinseca (Fig. 34.1). 
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2. L'IMMUNITÀ 
A. La risposta immunitaria 
I peptidi legati alle proteine MHC Classe I 


La risposta immunitaria cellulare viene iniziata da 
una digestione proteolitica all’interno della cellula sia 
di proteine estranee che di proteine normali e dalla 
presentazione dei risultanti frammenti peptidici com- 
plessati con una proteina MHC Classe I ai recettori 
delle cellule T, per una verifica. Le strutture ai raggi 
x. determinate qualche tempo fa, delle proteine MHC 
Classe I HLA-A2 e HLA-Aw68 (paragrafo 34.2) han- 
no rivelato la presenza di questi peptidi legati, ma 
con una insufficiente definizione per poterli caratte- 
rizzare. Studi più recenti sulla struttura ai raggi X 
della proteina HLA-B27 (il prodotto di un allele HLA- 
B) ha fornito un'immagine molto chiara dei peptidi 
legati. 

La struttura molecolare dell’HLA-B27 ricorda mol- 
to da vicino quelle delle proteine HLA-A2 e HLA- 
w68, come ci si doveva aspettare da un’omologia di 
sequenza del 90% tra queste proteine. Il peptide che 
occupa la fessura di legame della HLA-B27 è un no- 
napeptide con una conformazione estesa e con le ca- 
tene laterali che sporgono dalla catena principale al- 
ternativamente in direzioni opposte, come accade per 
le catene laterali dei foglietti 8 (Fig. 7.17). Le catene 
laterali dei residui P2, P3, P7 e P9 (dove Pn rappre- 
senta la posizione del residuo nel peptide) guardano 
verso l'interno per contattare la proteina in una ta- 
sca che sembra fatta apposta per contenerli. Le altre 
catene laterali sono almeno parzialmente in contatto 
con il solvente e potrebbero intergire con il recetto- 
re delle cellule T. La dimensione e la composizione 
in amminoacidi delle tasche che contengono le cate- 


ne laterali suggeriscono che vi siano restrizioni per 


la sequenza dei peptidi che I’HLA-827 può legare. 
Per esempio, la catena laterale P2 si lega in una tasca 
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idrofobica che termina vicino ai residui carichi negati 
vamente Glu 45 e Cys 67; quindi in questa tasca si le- 
gano preferenzialmente lunghe catene laterali cariche 
positivamente. Infatti, tutti gli 11 peptidi che sono sta- 
ti eluiti dall’HLA-B27 (vedi più avanti) contengono un 
residuo di Arg alla posizione P2. L’identità delle altre 
catene laterali, anche se meno limitate di quella della 
posizione P2, hanno proprietà che si adattano più o me- 
no a quelle delle tasche a cui devono legarsi, mentre 
quelle esposte al solvente hanno identità molto variabili. 

I peptidi legati alle varie proteine MHC classe I sono 
stati sequenziati, compresi quelli eluiti dalla HLA-A2 
e dalla HLA-B27 di uomo e dalle H-2-K9, H-2-K® e 
H-2-D® di topo. I peptidi K® legati sono ottameri, men- 
tre tutti gli altri sono nonameri. I peptidi eluiti da 
ognuna delle proteine MHC classe I presenta una se- 
quenza distinta allele-specifica come quella osservata 
nei peptidi legati all’HLA-B27. In particolare ogni se- 
quenza contiene due posizioni chiamate di ancorag- 
gio che possono essere occupate da ufio, o al massimo 
pochi, residui con catene laterali simili. Le posizioni 
di ancoraggio variano con il tipo di proteina MHC. Mol- 
ti dei peptidi eluiti dalle proteine MHC sintetizzati da 
cellule non infettate sono stati identificati come fram- 
menti di proteine cellulari normali, mentre le protei- 
ne MHC di cellule infettate da virus legano anche fram- 
menti di proteine virali. 

Tuttto ciò sta ad indicare che i peptidi legati ad un 
particolare allele di una proteina MHC classe I hanno 
restrizioni nella sequenza; probabilmente soltanto 
11%, o anche meno, degli octa- o nonapeptidi deriva- 
ti dalla degradazione di una proteina possono legarsi 
ad una data proteina MHC classe I. Le catene laterali 
esposte al solvente o legate nelle tasche che sono tolle- 
ranti a variazioni di sequenza mostrano anche una 
considerevole diversità. Questo sistema permette pre- 
sumibilmente ai recettori delle cellule T di distingue- 
re tra antigeni endogeni ed estranei. 
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Certi alleli MHC conferiscono protezione dalla malaria 


È largamente accettata l’idea che la grande diversità 
allelica delle proteine MHC in una data specie possa 
impedire ai patogeni di sviluppare antigeni in grado 
di evitare il riconoscimento da parte di tutte le pro- 
teine MHC nell’intera popolazione. Questa ipotesi ha 
ora supporti sperimentali convincenti ottenuti da stu- 
di sulle frequenze alleliche delle proteine MHC nelle 
aree malariche dell’Africa Occidentale. 

La malaria causata dal Plasmodium falciparum è 
responsabile della morte di 1,5-2 milioni di persone 
all’anno tra le popolazioni dell’Africa Sud-sahariana. 
Nella regione del Gambia, circa 1’1% dei bambini sotto 
i tre anni muore per questa malattia. Anche se l’in- 
fezione malarica è molto comune tra i bambini del 
l'Africa Occidentale, soltanto un piccolo numero di 
queste infezioni producono malattie pericolose per 
la vita. In uno studio della distribuzione degli alleli 
MHC nei bambini con una grave forma di malaria 
(probabilmente letale in assenza di trattamento far- 
macologico), confrontata con quella di bambini in- 
fettati, ma non colpiti dalla malattia, si potè scoprire 
che la proteina MHC Classe I HLA-Bw53 e la proteina 
MHC Classe II DRB1*1302-DQB1*0501 sono indipen- 
dentemente associate alla protezione contro forme 
gravi di malaria. Questi alleli sono piuttosto comuni 
tra le popolazioni dell’Africa Occidentale, ma sono 
rare o addirittura inesistenti in altre. In queste popo- 
lazioni africane esse contribuiscono alla protezione 
dalla malaria come l’anemia a cellule falciformi (pa- 
ragrafo 6.3A). 

Poiché l'Africa Occidentale per più di 10 000 anni 
non è stata sufficientemente popolata da consentire 
un’efficiente trasmissione della malaria, questi alleli 
MHC devono avere raggiunto i loro livelli così eleva- 
ti mediante una selezione naturale. In assenza delle 
moderne tecnologie mediche, il Plasmodium potreb- 
be senza dubbio rispondere evolvendo un sistema 
in grado di superare gli*effetti protettivi di questi 
alleli MHC. 
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Struttura ai raggi X di un frammento di CD8 umano 


Il CD8 è una glicoproteina superficiale delle cellule 
T killer (o linfocita T citotossico) che , insieme al re- 
cettore delle cellule T, riconosce coordinatamente le 
proteine MHC Classe I che presentano l’antigene su 


ti HI 


«110 AUOIZIOd e| FYNOA “EMI[99 eITP aloij.iadns e] U0I 
mMejuoo cuTaIo esuad 18 YI TUEId 2]UAWICAME]DI «V 
aureSa[ Ip Mep 1ep aTeondoa OSUAS UI Y ST BOI è 
“g oJoure]juad [ap He] IEp e[ejuozziio Osuas UI Y 8 
BOITO OUEISIP HIS nsant) ‘Sg o19urejuad pe ewo ur g 
emumqns ruSo uod cusSoIp1 nUESA] IP 37)A1 ESaA]sa UN 
ostantie esa] is oItsoNnefes Ip onpisal [I ‘OISONEI IL 
u09 ossalduoo [N ‘Sg csawe]jUad pi U0I apo Ipul 0 
2]}aItp IUOIZEIS]UI allje aUoue EY aljp 0SUNI Ip ELI 
-103 ® TY O}USUIMUEI] [1 UCI aISe1a]UI ep opowi UL Îg 
osawEquad [i 0}}os apualsa IS aUI EoI]a-0,UM EULIO] 
TV.IIPD 2TEUTUI9)}-N quawSas II ‘fg osawe]uad [op 
aje.1}u29 010d |au Ejijui IS YI BSA]Sa IUOIZEULIOJUOI 
tp ojuawSas un ew.10} ZW.[[PP MPISAI SF Ip 0}uatu 
-WUI} JAP a[euttuIa]-) [1 2Y9 0]}epali ey (IND apisons 
-ueS [1 atI09 ‘a]usoNpLI UOU EIIWU2.1]SI ENS EI[E OISON}E] 
-eS rp onpisal un ey 2YP) 0ISON}E] [I LOD v}essa[duioo 
9YI E]os Ep eis ‘LT CIIPP_X 18521 Ie emynags el 
‘eJid[o5 em[s9 Ef[ep IUO! IP a Ipmiz Ip OssuIg 
-Ja] B]OUINS E}JOA Ens E AUD ‘TINWOI IP FUOIZEI]U2ZUOI 
EI[9p ojuawme UM OpuEesneo 0]2AI}E 0]2]S ONS [2U E} 
-2920[Q eisaI eieisoqui-d0V *"D pIUnqus ET ‘0}U9UI 
-addns c;sanb rp (muosogni 1) ‘£°0£ ojeiSesed ‘coli 
-9]JIp UISSO] E] eljoAutco a Mo ut eTpanb uoo nuana Ip 
ezuanbas eisanb Ip ezuegsimios e] uo 3]e]jou — 0) 
-21]SQns Opuosas QUO) , (TWVN parYolI AI IUOIZEAI 
RUN UT ISEJPIiO O]ETruape, [jap ewI2]SIS [Ap 5 22911)e[08 
“al girungns epap Siw Ip onpisal un Ip 2UOIZe]IsoGLI 
“IGv.1 ezzigereo ossa o]uaumieduroo 01sanb ul 
‘EtUSE[doz1o [IU aTem[[>o BUI QUUAWI E] OSIIALI}}E 0}eI 
-oJse1) 10d aUalA TW Ip a[eUIuLIa]-N 0]USUIUL.IS ]] ‘0) 
“Jopra aus nelaua NuaurumeIy anp 1 HIun 2Uat) 2UI 
ongposip aJuod pi pa SEI 3 ZEI MPISAI I EI) BHOI IP 
-umb sua v enungns 7 ‘a1dso emi[ao eTTop avgiad 
“us eqns (2IT 81) IND apisorjSues II uo5 q euunq 
“ns e[[ap auorzess]ui,] OsIaAEINE andso ajenonda emi 
-[5 egpe eso] is Sgy euisso) e] ‘eolIaneg EmIjoo EITEp 
ot9se]i Ti odog ‘ellje.] 09 aUDUE CUCISISBAI assa IP 
eun 01]uo9 1}amp rdioconue 113 a %Y0gTe Honiadns az 
“uanbas rp arSojowio cuueY auIsso1o19]UA 2ISANb Ip ga 
W EHUNQUS 37 ‘(48'4£ SII) V eMUnqus Ele OUIO]UI 
apeuoSe]uad ox[aue un opuosas ajsodsip “QX S'TT IP E 
emungns anburo ep a CX 47 IP V FHunqns eun Ep 
a1minsoo ouos sursjo.1d a] aquenlug “LI EIT9P 2)U2) 
“od nid ozjowr opiensii cisanb è è LO è] BW ‘Ea LIEIP 
OUESNEI AUISS0]0.19]UA alsanti ‘33e[9.1109 23U2UUe}}9.1]S 
040] 24} ‘(LO) BOLIA[O9 BWISSO] E] 2 (LT) S1O[V9 [e aq 
-e] Bu[SS0}019}ua e] aJuaureaniadsia ouoconpord 204 
-9]0Y2 014QIA TI 2 1702 “7 OTUAS0UISSO]}0.18]UI LIANEQ I 


EIII9[O3 EUISSO] EI CIE]I.LIOI 
1103 “XY IP EeUIsso]oJ9]UA eljap x 8321 re emunuas 


19SSessaw Ipuodas | ‘g 


‘1£-90£ ‘dd ‘cc7 

‘39119198 “«xa]duaioo 3Y} JO 3.IMNHS [r}sA19 :303d2991 8]! 

JO UTEWIOp JeMm[jaor.I]xa 2U] pUe 3UOULIOW] moss uew 
“np (661) “Wow fSIONVISSON 3 ‘IN “HOSLIN “NW ‘SOA 20 

‘ozi-691 ‘dd ‘Lr “198 ‘31 

-01g SpuasI ‘A139UO1Y210]S pajoadxaum ue :10}da991 SY 
pue 3UOWLIOY Yao18 Jo almjona)s» ‘(T661) <q SIA 90 


TETTE TTTAFT AT MBN39001918 


‘110}} 9991 040] I9p QUOIZEZZII 
-atump e] CUCONPuUT BoI9]o.Id eImIeU IP EHoSaI9 ID 110] 
-]8J LI][O os AJIpoA ep eisaY "IANIEUI a}uawes1S0]01q 
2YIUE OUOS 210}}3991 [IP FUOIZEZZIIZUUIP E] 2.LMPuUI 
ouossod uou aY3 HuemuwI HDY 19) ‘ISEUTYOI PUISO.II) ET 
SUOI 3911}}3}ja eul2]o1d eun Ip QUOIzZeAne.ITe eliod 
9UI BL2]SIS UN UCI 210}999I [IP LIEM]]PoE.1]Xa TUILUOP 
anp aleulorane aqgalod ‘HOY IP EZUOSSE Ul QUA 
“AU UOU aYP ‘AUONZEZZIIIUITP ET ‘9[eudas [ap FUOIZNps 
-0.1} Ip owIsiUed9atI | od nueliodun ruorzeodui ey 
daH2U.IL9P 3puesi] [Ep ENOpur QUOIZEZZIIZWUIp BI 
‘a10}}9991 jp awreSa] i 1od nueiodun daH9u.I19p 
3 UINUY.[PP  MPISAI 1 2.B91H}UOpI 19d Menna} 
-Ja Ipeuorze mm Muawniadsa Ip NEINSLI I UO) 0pI109 
e ul ejenIsowmIp 2 IS X ISSEI Ie empyna)s ET ‘1999]S 
118 auawmonesd ouos YDU.I1IP 13IS aNp 1 UOI OUOIS 
19019]U1 AYI 310}1S921 [AP MPISAI 1 ‘QUIIIIJIP AULIO] 
ouUEY 3UI HIU. NS NIs e ouesa] 10d QHDU IP 2109 
-a]ow1 anp 2] as aYDUV ‘0.10] EI} O}EIUOI UI a reeaed 
isenb cuos dauD5y Ip 3]099]ow1 anp al[op HEUIU.IS] 
“9 rutIOp ] ‘H9U.[[p aUoma osÌend e otostz [PP os 
“se pe atejootpuadiad Epto BI aUILuIS eiddop rp asse 
un uco HU] ouesa; AqHOUY IP a]oo3]jow1 anp 27 
‘173€ ‘Si3) ootuImqofFounwiwI QUIunsjonne ] 
ouEpioori YI ajarfesednue aua]eI # 3 £ IP 0DUP! 
aruammestSojodo] o}esis otddop un ewIIOJ IEenD top 
ounuSo ‘rurwop anp rp aIsIisuoo dqHD9U.T ‘3103991 
ons je HSU.p awesa] [e qmqlIine azuUalaz;ip au 
-nafe ouos IA as AYDUE (79°4£ ‘S13) ouDIOd EHOS2I9 E] 
“op suowIIO [ap X ISSEI re empnys e[pu ezuapaszad 
ur o]jeazasso oxjonb e aTruis o;jowr 3 3UI 2YITI 01) 
-yenb rp otose; un euro] HOYT ‘HDU IP E[oos]owi e]o3 
“us eun e a]eSa[ dquoU IP 2]092]ow anp ep o}mmtiso9 
2 ossajduioo TI UO a1uowe:enadseut ejaali (dqu9U) 
aureSa] Ip eutajosd ens eljop MpIsaI 9£7 IP_2IEI 
enq[aoelxa OTUTLUOp ]I uo9 o]essalduioo (HU) oueLIN 
E]I9S2II E[jap auowIIO ][PP X 18SEI Ie emunus BT 
‘ergsiuue,iadns el[ap ouIzzUL]Te 
OSo[owIo 3 Uou aYI aMIOSOUOIS IUOIZUNI UOI FIETN] 
-[992.}UI 3feutuiIa)-) OTUTLIOP UN 3 BUBIQUISLUSUL.I) 
ojuawSas ojo$urs un ‘apueSt pi 253] ao aTemIfpoe.Mxa 
a[eUIuLIi3}-N 2JEmp[aoeIÌxa OTUTWIOpP UN ep 1}mjyso? 
ouos 110}}3931 nsanb mnI ‘aUTYona]Iz]UI ALIEA 2] god 
110}1999I 1 SYOUE apuaiduioo aYI HEejII0I 2)U2UU]E.I 
-M]IMA]S ID19OIÀ BHOSAIO TP LIONE] IP LIO}}39II TP EIIOS 


SIFI 7661 07uawa;ddns 


L-8ES0I-80-88 


-319 epidei Ul èlsi] eun Ip oIquUIaU UM a 2.10}}3931 0]S 
ant) cauSeqn.aeo e[jop a osso, [[ap ‘o[oosnwi Jap am[[39 
AI]9P OWUSITOGRIALU [I 3 EIOSAIO E] E]OUI]S 3 3107}33 
“91 ONS ]I BAIE E]IOSAII E][ap auouLIO, [ap aweSa] ]I 


210}}3991 ONS JI 109 0}essa[duro3 
t}9S2.19 E]]jap ouetm duouLIo [Ip x 1881 re eampnas 


OULIDOpua ewId2]SIS || ‘VW 


INOISSINSVILOYNIN VITI INOWYO TTD 
‘4HDOIWIHI2018 INOIZVIINNWOD ‘t 


‘Inqnjoo 
“IU MS 3 PULO® [MS MESE LIV]OD9[OLI LIO}OLU 1 a MOISI(A 
‘697-597 dd ‘1 ‘)01g 19N1]S MIAO ‘dI 840) 
“OLI OAV) JO a[el W» ‘(TEGT) “TAURO ‘NDIMNIV AA 3 VW *HDIOAIS 
‘210 pe 0uI} 0}EJ 0]2)s asso] uou o]uenb ip 01]Fenap 1018 
-Sew ui Iose[} tp ajeseq odi09 Jp IN pa S dI pure 
1]80p auoIzezzIue8.0 ] 3 LIN]II]SGUS B] OUVPPALI DUI VGT 
C2.119 IP QUONZN]OSLI PUN 2 021U0.1}}9]3 0IdoosoItu pe 1)IS 
‘ERI-IZI 
‘dd ‘e7z ‘1019 ]0]N “f ‘aunimiumda) vouowu ms 30 AP 
-0q [eseq ae[[oSeyy al Jo dIMon.usque: 7661) “f'q ‘Ns 
‘OY4G 3g DIN NIAINTIVIS SENO SIONVAI "9 *ANSNISOS 
‘eoIjo è cun pe 
OJ)SEU VP BUIO] CUN B| 2jEUOIZELUIO]U0I QUOIZELIVA PUN 
OS13AB1}}? PUDNIE IP o]uUawWIe]l} [Op euUISOILU [PP EjS9] 
ET[Up U]}Opui 2UOIZe.I]uo) PUN Bp eieidUAf QUA LZI0] 
E] INI Ul OJOOSNIU [ap 2UOZ21]U05 è] dad ofjppow un 
‘eze-61e ‘dd ‘6g “10s 
‘pDIv ‘TON ‘2044 «Uonoenuo: apsniu Surmp uoIsu9] 0 
Jo]edaua8 è se unoyw» ‘(7661) “N ‘ON3sONIT a 909 ALLAHDS 
‘097-027 “dd ‘1 ‘01g ‘99m438 ido “und 
«UNI? :SUIBOLA AJOSNIA® ‘(TEGT) “AA (HOSIVY 3 ‘DN iSINIOH 
‘91t-6 ‘dd ‘£ ‘018 199 
‘ay ‘uuy “uonoun: pue ‘uorjemSa. ‘tUsItUE”Da,A :SOILUEU 
-Ap amqniosdma» ‘(T661) “'V ‘ANSOvHSY3g 3 TA fONVITIN) 
i Sectoo 
“dd ‘91 ‘195 ‘w21901g Spuai] «sura]jo1d 10]}0W1 amqgnioIo 
“nu jo Apure; uisaury Sursiawa ayI» ‘(T661) “W'S ‘MOONI 
Le ‘62-97 ‘dd 
© ‘019 ‘99n4IS 100 Un “uMoe-I 10} jppow! orwro]e 
ue Aq pasiei suorisanb ‘ay oMmI» (7661) “HI ‘NVINTIOI 
‘997-097 ‘dd ‘z ‘org ‘on43s “uido “und 
“«adeys our unpoSeg Surddiuan» ‘(661) “fa ‘s31sog3g 
‘189-187 
«dd ‘1 “]01g ‘190135 ‘Udo ‘dino “A[quiasse pur a1njon.13s 
JuawreijooTui Jo sjoadse enoa]orn» ‘(T661) (VW ‘N3HOSIIYE 


ViIIvYDOTAIG 


3 ITHDOVTI I 
MDID TODSNW >VINMIOW VI E 


PRIRA I _ __‘BGOI-T801 
‘dd ‘g9 ‘799 “Ayisionip samisooyduzij g Jo sursuo 


JEn{[a3 pue Ienoajoln» ‘(TE61) “I ‘SFIHDIIIN a ‘V ‘INITON 
‘009-627 ‘dd ‘£ ‘101g 1129 ‘A9Y ‘UUy 

«day pue Ano1rx0]01A0 JO AJ3ATIP 3Y} 10} WISTUEWYIAIN 

‘SUOHOUMI 10)93]}9 I[99-L' ‘(T661) “VV SMazany 3 ‘Yg NIVOOA 


£-2££01-80-88 S 


‘“ce0-ege ‘dd ‘1 “)01g ‘99n178 ‘10 ‘uno “«Anue; ugmqo]s 

-OUNTULUI dUI» ‘(T661) “IL ‘VIVANN d N fAIvANI “Y ‘VINNY 
‘e9-ee ‘dd ‘I ‘)01g ‘2901438 

‘uido in) SuogruSozs1 usSguy: (1661) “D ‘VIHLOHO 


eAuni8e eiye1801|g1g 
‘T9TI-SFII ‘dd ‘89 ‘))29 «uonnjosal w 97 12 gC09 101d29 


29109 [99 L UEUINY 3UY} JO WIIO] 3]GN[OS © JO 3IMONMS 
peisA19» ‘(Z661) “WA ‘NOSNINONIH 3 N TAXW “O fAHVIT 


VIIVYDO0NM818 


‘pp Iurgingo]founwiu rumuop omenb ep vi 
-M}1}S09 2 ale m[a2LI]xa apeumtula];-N auoIziod Mo e[ 
oI19tUOUOwI Un 2 #9 [I ‘EueIquiewisueI) 0)uawIS as e 
MPIsaI 8# IP «0[a]s» oun U0I 0}eSa][oo o5ruimnqo[sou 
-MUWIWIT ApeUTUIl9]-N OTUTLUOp UN Ep e}IMIISOI 2 aIem[ 
-poe]xa auoIziiod mo e] osdunp un eULIO] 809 TI 2.1) 
-Ua/N 'ESIOAIP 2]UatUora.IapIisuoo 2 BIM}m.]s 040] B] 
‘LL èn][99 e[]ap auotzeanie [pu a oddnpas ofau ayf 
-opeuè IUoIZunj OUETpati gC19 VI d #9 II as AUIUV 
‘I ASSETD DHIN 2[029]0UI 
anp e QuawureueIodwia]}uod Is.meDosse essod g09 01 
-9WIIp un ay apigeqoid oowui g ‘IHIN B[osa]owl 1252)S 
eTpap suaSnue] ejuasard ayo duorsai ere eSa] SL 
3m[[92 21[Pp 210}}9921 [1 a.quawi “, V-WIH e] awo9 ‘1 
9SStTo OHIN P]O99]OWI eun Ip 0]e] tm u0d an e19]u1 1p 
[A IMuasuoI Ep Iel cuos ® gq9 ip olauIporwo 0]sanb 
IP PULIOJ BP] 3 IUOISUSUIIP 27 ‘OJSUUIPomio UN 2.IELU 
-10} 19d 0quawuSas c1]je UN UD EIDOSSE IS ata CNTUIMq 
-o[founuwituI afigeniea orutiuop 02Iduy un eulso] ‘emj 
-1n43s risonb ur ajigisia coIun j ‘ojuawmwie.) c0)sanb ip 
EUTUII9]-N MPIsaI FIT I 0 809 gHUNQUSs Ee][ap al 
“emqaoei]xa sUoIZIOA eap 0}}jIs001[Fop cjuawIueI] 
un IP x ISSEI 2 BIN]MI)S B| VIEUIUII9)AP BJeIS q 
‘ISEUTYO CUISOAM) E] UOI 20S18242]UI 
ago comewise[dozio ajeurtuI9]-) OTUIUIOP un ep au; 
-UI pa ‘eutiqua sue) cojuaruSas apigissod un ep rod 
‘afiqissa]; azuatupiqegoid mpisai 9 Ip ojuaureSa][oo 
Ip o)}ez) un ep ormfas 3 ajeururia]-N OTUIWIOP II ‘Dv 
209 Eumunqns Elan ‘au qo;Sounummui e][ap aerea 
TUTWIOP I9Pp efponb e ayfojowro einyna)s e]oridord a 
azuanbas cuuey gl aus v enunquns aqop eis QEULULI3] 
“N IE [N92 eI]Xx9 IUTWIOP ] ‘g@o o1sunpo13]a aluo9 EIS 
To OJSUWUIPOWIO QUIOI BIS BAOI} IS 809 [I ‘IPIOJUI] 2] 
-[99 ata g(19 Te 0 #00 TE PICIDOSSE 2 AYP ISEUTYI EUIS 
-031) CUn a]uerpawi ale mijoseui apeufas un Ip auoIz 
-nposd e[ gossuuI sUoIZzElZIUI BISOnT) ‘autaloid a[[ep 
ogoiiowImod uou ruo1Sa1 a] u03 s0s1Sesazui ‘209 pro 
‘09 II A ]uewI ‘OUEPpuodaIo 0] 3UI DHIN euralosd E] 
-ap auogiounod 1uorSa1 a] uod a cotusSyue apudad 
{i uoo niejuoo alessuas essod  am[[30 af[ap 3101939 
“31 pr ago esuad 19 ‘(7-3 £ operSered ‘I asselo DHIN 2U 
“-19]}01d a] a 1sIsou0o1I dad 42021] I 2pn[a2 ans 3YS0] 


-eue IUoIzuni 351048 #9 BUI 2AJEpioo1I) am[[90 aJHe 


T6GI 07uania;ddns 


FIFI 


mne 3 Sta S 


1416 Supplemento 1992 


gosaccaridica si estende non più di 25 À al di fuori del- 
la superficie della membrana cellulare, sembra proba- 
bile che la proteina LT si associ alla membrana in mo- 
do da forzare la subunità A nella membrana stessa, in- 
serendo il pentamero idrofilico B; nella parte idrofobi- 
ca della membrana per una profondità di almeno 8 À. 
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C. La neurotrasmissione 
Struttura ai raggi X dell’acetilcolina esterasi 


L’acetilcolina esterasi (AChE) catalizza l’idrolisi dell’a- 
cetilcolina (ACh), il neurotrasmettitore che trasmette 
gli impulsi nervosi attraverso le sinapsi colinergiche. 
L’AChE è quasi un enzima perfetto nel senso che il 
suo valore di kiy/Ky = 1,5 x 108 M7!s7!, molto vici 
no al limite controllato dalla diffusione (paragrafo 
13.2B). L'enzima è una serina esterasi di 337 residui 
la cui Ser 200 e His «40 sono stati identificati come i 
residui del sito attivo. 

La struttura ai raggi X dell’AChE del pesce elettrico 
Torpedo californica conferma l'identità della Ser 200 
e dell'His 440 quali membri della triade catalitica del- 
l'enzima e stabilisce inoltre che il terzo componente 
è il Glu 237, invece che un residuo di Asp come ci sì 
poteva aspettare. Si conosce soltanto un altro caso del- 
la presenza di un residuo di Glu in questa posizione 
tra le molte serina proteasi, lipasi ed esterasi di cui è 
nota la struttura. La triade catalitica dell’AChE è orga- 
nizzata in modo da essere un'immagine speculare ‘di 
quella della tripsina e della subtilisina (Fig. 14.21) e que- 
sto forse perché tutti gli amminoacidi delle proteine 
hanno la configurazione L. Soltanto un altro enzima, 
la cui struttura è nota, ha una disposizione spaziale del 
suo sito attivo simile a questa ed è la serina carbossi- 
peptidasi Il di grano. L’AChE è costituita da un fogliet- 
to 8 misto a 12 catene circondato da 14 a-eliche, un 
avvolgimento che ricorda quello della serina carbossi- 
peptidasi Il. 

Il sito attivo della AChE è vicino al fondo di una stretta 
scanalatura profonda 20 À, affondando per circa metà 
della proteina. Ai lati della scanalatura sono presenti 
le catene laterali di 14 residui aromatici, che rivestono 
circa il 40% dell’area della scanalatura. Poiché l’atomo 
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di ossigeno della catena laterale della Ser del sito attivo 
si trova soltanto a 4 À dal fondo della scanalatura, l'Ach 
si lega nella scanalatura con il suo gruppo trimetilam- 
minico quaternario carico positivamente, circondato da 
catene laterali aromatiche. Questa conclusione in real- 
tà non fu una sorpresa poiché ci si doveva aspettare 
che il gruppo trimetilamminico positivo si legasse ad 
un sito anionico. Inoltre la debolezza della interazione 
tra lo ione trimetilammonio degli elettroni 7 degli anelli 
aromatici permette una rapida diffusione dell’ACh fi- 
no al fondo della scanalatura, il che spiega l’efficienza 
catalitica dell'enzima. Sono stati sintetizzati composti 


aromatici modello che legano ioni ammonici quater- 
nari. 
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Indice analitico 


I numeri preceduti dal segno $ indicano 


i paragrafi del testo e non le pagine 


À 


2,5-A (composto), $ 1456 

o-RNA, S 1235 

Abequosio (Abe), Fig. 10.28 

Abrina, Tab. 30.9 

ab.r, vedi gene abr 

Abzymes, $ 1829 

ac*C, vedi N* acetilcitidina 

ACAT, vedi acetil-CoA 

Accettore, controllo, S 889 

Accoppiamento 

— chimico, ipotesi, $ 872 

— conformazionale, ipotesi, $ 873 

— energetico, ipotesi, $ 870-872 

Acetaldeide, $ 467, Fig. 24.9 

Acetale, idrolisi, $ 554, Fig. 14.13 

Acetato 

— come precursore dell’eme, $ 1084 

— conversione in acetil-CoA, $ 833 

— tiochinasi, $ 822, S 833 

Acetil-ACP, Fig. 23.26 

N*tacetilcitidina (ac4C), Fig. 30.13 

Acetil-CoA, $ 601, $ 810-817, $ 993, Fig. 
23.11, Fig. 23.26, $ 1010, Fig. 23.30, 
S 1019, $ 1117, $ 1133 

— acetiltransferasi, vedi tiolasi 

— ACP transacetilasi, Fig. 23.27 

— carbossilasi, $ 1008-1009, $ 1121 

— colesterolo aciltransferasi (ACAT), 
$ 455 

— degradazione degli amminoacidi @ 
$ 1068, Fig. 24.15, Fig. 24.16 

— fonte metabolica, $ 810-817 

— legami ad alta energia, $ 810 

— struttura, S 810, Fig. 19.2 

— trasporto da parte dei mitocondri, 
S 1012 

—— enzima multifunzionale, $ 1008 

—— microfotografie elettroniche, Fig. 
23.25 

—— regolazione, $ 1009, $ 1016 

Acetilcoenzima A, vedi acetil-CoA 

Acetilcolina (ACh), S 569, $ 1821, $ 1823 

— costanti cinetiche, Tab. 13.1 

— esterasi, $ 569, $ 1825 

— inattivazione da gas nervini, $ 1825 

— perfezione catalitica, $ 501 

— recettore, $ 1723, $ 1824 

Acetil-diidrolipamide, $ 812 

Acetil fosfato, $ 630, Fig. 16.10 


N-acetilglutammato, S 1061, S 1066, 
S 1099, Fig. 24.23 

Acetilglutammato chinasi, Fig. 24.43 

N-acetil-y-glutammilfosfato deidrogenasi, 
Fig. 24.43 

N-acetil-p-glucosammina (NAG), $ 371, 
S 388, $ 550, Fig. 14.18, Tab. 21.2 


.N-acetilimidazolo, $ 545 


Acetilornitina deacetilasi, Fig. 24.43 

N-acetilornitina, Fig. 24.43 

N-acetilxilosammina (XyINAC), $ 564 

Acetoacetato, $ 337, S 858, S 1005, Fig. 
23.21, S 1077, $ 1079, $ 1121 

— decarbossilazione, $ 537, Fig. 14.4 

— degradazione degli amminoacidi a. 
S 1077, Fig. 24.15, Fig. 24.19 

Acetoacetil-ACP, Fig. 23.26, $ 1010 

Acetoacetil-CoA, $ 1005, Fig. 23.20, Fig. 
23.21, S 1077, S 1078 

a-aceto-a-idrossibutirrato, S 1103, Fig. 
24.46 

o-acetolattato, $ 1103, Fig. 24.46 

Acetone, S 1005 

Acetonil-CoA, $ 819 

ACh, vedi acetilcolina 

Acido, i 

— 5,8,11,14,17-acido eicosapentaenoico 
(EPA), Tab. 11.1, $ 1032, Fig. 23.54 

— 5,8,11,14-acido eicosatetraenoico, vedi 
arachidonato 

— 8.11,14-acido eicosatrienoico, $ 1032 

— acetico, curva di titolazione, Fig. 2.9 

— N-acetilmuramico (NAM), $ 371, $ 388, 
$ 550, Fig. 14.8 

— N-acetilneuramminico (NANA, acido 
sialico), $ 371, $ 1048, Fig. 23.74 

— acetilsalicilico, $ 1037; vedi aspirina 

— aldonici, $ 370 

— allantoico, $ 1191 

— p-amminobenzoico, Fig. 24.36, $ 1094 

— yamminobutirrico, vedi GABA 

— o-amminoisobutirrico (Aib), $ 225 

— arachidico, Tab. 11.1 

— arachidonico, vedi arachidonato 

— ascorbico, $ 237, $ 327,$ 370, Fig. 10.10, 
$S 858 

— aspartico, vedi aspartato 

— beenico, Tab. 11.1 

— benzoico, Fig. 23.4 

— biliari, $ 983, S 1028, S 1030, $ 1132 

—— assorbimento lipidico, $ 985 


—— biosintesi, $ 1028 

—— digestione dei lipidi, $ 983 

— bongcrechico, $ 803 

— Bronsted, $ 56 

— chenodeossicolico, $ 1030 

— cisteico, $ 177, $ 188 

— citidilico, vedi CMP 

— citrico, ciclo, $ 601, Fig. 16.1, $ 806-841, 
S$ 844, Fig. 24.25, $ 1118, $ 1189 

—— acetil-coenzima A, fonte metabolica, 
S 810 

—— cambiamenti di energia libera, Tab. 
19.3 

—— controllo della velocità delle tappe, 

835 

—— disamina, $ 807-308 

—— e ciclo dell’urea, $ 1066 

—— e fosforilazione ossidativa, $ 899 

—— e produzione di ATP, $ 832 

—— enzimi, $ 810-833, Tab. 19.2 

—— natura anfibolica, $ 806, $ 839-841 

—— piruvato deidrogenasi, complesso 
multienzimatico, $ 811-814 

—— reazione, $ 808 

—— regolazione, $ 834-838 

—— rifornimento di intermedi, $ B41 

—— ruolo biosintetico, $ 839 

—— scoperta, $ 809 

—— stechiometria, $ 833 

— colico, $ 1030 

— coniugato, $ 56 

— deidroascorbico, $ 370 

— deossiribonucleico, vedi DNA 

— diamminopimelico, Fig. 10.24 

— dichetogulonico, $ 370 

— fenilacetico, $ 987, Fig. 23.4 

— fenilaceturico, S 987 

— 2-feniletil borico, $ 598 

— fitanico, $ 1004 

— folico, Tab. 12.2, $ 1094 

— forza, $ 57-59 

— fosfatidici, $ 405, Tab. 11.2, Fig. 23.32, 
Fig. 23.55, Fig. 23.66, Fig. 34.91 

—— fosfatasi, S$ 1013 

— fosforico, curva di titolazione, Fig. 2.9, 
Fig. 2.11 

— furamidico, Tab. 30.9, Fig. 30.46 

— galatturonico, $ 370 

— glicochenodeossicolico, Fig. 23.52 

— glicocolico, Fig. 23.52 

— gliossilico, Fig. 26.24 
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—— biosintesi, $ 1101-1106 

— funzioni specializzate, $ 107 

— glucogenici, $ 1068 

— gruppi R, $ 92 

—— base di Schiff, PLP, $ 1055, Fig. 24.2 

—— catena laterale, Tab. 4.1 

——— polarità e localizzazione, $ 253 

— isomeri ottici, $ 102 

— legami peptidici, $ 91 

— non essenziali, $ 1052, $ 1095 

—— biosintesi, $ 1096-1100 

— D-ossidasi, $ 1059 

— r-ossidasi, $ 1059 

— otticamente attivi, S 99-105 

— proprietà, $ 90 

— rotazione ottica, $ 367 

— sintesi, $ 1121 

— transamminazione, $ 1054-1057 

— trasporto, per la via del ciclo 
y-glutammil, $ 1093 

Amminoacil 

— adenilato, $ 1404 

— AMP, $ 1404 

— tRNA, $ 1404, Fig. 30.16, Fig. 30.36, 
S 1438, $ 1441, S 1451 

—— legame ribosomiale, $ 1438 

— tRNA sintetasi, $ 1403-1410 

—— evoluzione, $ 1405 

—— reazione, $ 1404 

—— rilettura e correzione, $ 1410 

—— tRNA, riconoscimento del, $ 1408 

Amminoacrilato, $ 1069, Fig. 24.10 

Amminoadipato 

— amminotransferasi, Fig. 24.16 

— a-6-semialdeide, Fig. 24.16 

— semialdeide deidrogenasi, Fig. 24.165 

Amminoalchilazione, $_183 

2-ammino-3-carbossimuconato semialdei- 
de, Fig. 24.17 

Ammino carbossimuconato semialdeide 
decarbossilasi, Fig. 24.17 

o-ammino-B-clorobutirrato, S_1466 

Amminoglicosidi, $_1-450 

5-amminoimidazolo-+-carbossamide ribo- 
nuclcotide (AICAR), Fig. 24.50, I 
23.6, S 1154 

5amminoimidazolo ribotide (AIR), Fig. 
26.3, S_ITISI 

B-amminoisobutirrato, S 1193 

&amminolevulinato sintasi, $ 1085 

— inibizione da piombo, $ 1086 

— meccanismo, $ 1086, Fig. 24.26 

— regolazione, $ 1089 

è-amminolevulinico-deidratasi, vedi por- 
fobilinogeno sintasi 

2-:amminomuconato, Fig. 24.17 

— 2-6-semialdeide, Fig. 24.17 

— semialdeide deidrogenasi, Fig. 24.17 

2-ammino-t-ossi-6-metilpterina, Fig. 24.36 

Amminopeptidasi, $ 176, Tab. 6.1 

3-amminopirazolo, $ 1283 

Ammino-procollageno peptidasi, $ 1460 

B-amminopropionitrile, Fig. 7.35, $ 240 

Amminopterina, $ 1185 

2-amminopurina (2AP), $ 1384 

Amminoterminale, $ 98 

Ammino transferasi, $ 1053 

— meccanismo, $ 1056 

— specificità, $ 10536 
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N-y-ammino transferasi, Fig. 24.43 

Ammino-zuccheri, $ 371 

Ammoniaca, $ 1053, $ 1054, $ 1109, Fig. 
26.24 

AMP (adenosina monofosfato, acido ade- 
nilico), $ 625, Fig. 15.18, Tab. 26.2 

— 5-amminoimidazolo-4-(N-succinilcar- 
bossamide) ribotide (SACAIR), Fig. 
23.6, $ 1153 

— deamminasi, $ 1187 

— e inibizione da ATP su PFK, $ 708 

— nel controllo della glicosi, $ 712 

— sintesi dall’inosina monofosfato, $ 1158 

Ampicillina, $ 389, $ 1301 

Amytal, $ 857 

Anabolismo, $ 25, $ 601 

Anaerobi 

— facoltativi, $S 8 

— obbligati, $ 8 

Anafilassi, sostanze a reazione lenta (SRS- 
A), $ 1037 

Analbuminemia, $ 986 

Analisi del vicino più prossimo, $ 1308 

Anaplerotiche, reazioni, S 841 

Anchirina, $ 431 

Andersen, malattia di, $ 758 

Androgeni, $ 1030, $ 1797 

Anello, i 

— aromatico, oscillazione, $ 300 

— corrinico, $ 1000 

— di fenonazone, $ 1327 

— di ribosio, ripiegamento, $ 1243 

— pirrolici, $ 312, $ 1086, Fig. 24.29 

— tiazolico, $ 696 

Anemia 

cellule falciformi, S 194-196, 

1646-16-18; vedi anche HbS 

—— diagnosi prenatale, $1292 

—— e malaria, $ 196 

—— genealogia, $ 1638 

—— strategie terapeutiche, $ 350 

—— tratto, S 196, S 935 

— di Cooley, $ 215 

— emolitica, S 194, $ 344, $ 432, $ 935, 
S 1466 

— megaloblastica, Tab. 12.2 

— perniciosa, Tab. 12.2, $ 1002 

Anestetici gassosi, meccanismi, $ 417 

Anfinsen, C., $ 285 

Anfoliti, S 90 

Anfoteri, $ 90 

Angoli di conformazione, distribuzione 
nelle proteine, Fig. 7.8 

Anidrasi carbonita, $ 252, S 319, $ 795 

— costanti cinetiche, Tab. 13.1 

— meccanismo, $ 542 

— perfezione catalitica, $ 501 

Anidride 

— acetica, Fig. 28.59 

— carbonica 

-—— dalla fermentazione alcolica, $ 695 

—— effetto sull’affinità dell'emoglobina e 
Oa, $ 323 

—— nel ciclo dell'acido citrico, Fig. 19.1 

—— nella fotosintesi, $ 938, $ 941, 
$ 967-971 ° 

—— portata dalla biotina, $ 903 

—— trasporto da parte dell'emoglobina, 
S 320 
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— citraconica, $ 183 

— succinica, Tab. 6.3, $ 277 

Animali, $ 21 

Anione enediolico, $ 611, Fig. 21.25 

Annealing, $ 1240 

Anomeri, $ 367 

Ansa 

— (meandro) 8, $ 256 

— D, replicazione a, Fig. 31.27, $ 1509 

— 9, $ 230, Fig. 7.23 

ANT-C, vedi antennapedia, complesso ; 

Antagonisti e glicoproteine, $ 1796 

Antecedente della tromboplastina plasma- 
tica (PTA o fattore I), Tab. 34.1, $ 1711 

Antennapedia, complesso, (ANT-C), $ 1682 

Antennapedia, gene (Antp), $ 1679, $ 1683, 
Fig. 33.64 

Anteriorbithorar, gene (abx), $ 1679, 
S 1683 

Antibiotici, $ 1449-1453 

— resistenza agli, evoluzione attraverso 
la trasposizione, $ 1535 

Anticodone, $ 1376, Fig. 29.42, $ 1388, 
$ 1389 

Anticorpi, $ 108, $ 117, $ 142, $ 1719, 
S 1720, S 1731, S 1742; vedi anche im- 
munoglubulina 

— complessi con gli apteni, $ 1731 ; 

— diversità, generazione della, I 
$ 1733-1741 

—— ipotesi della linea germinale, $ 1733 

—— ipotesi della mutazione somatica, 
$ 1733 

—— ipotesi della ricombinazione somati- 
ca, $ 1733 

— monoclonali, S 108, $ 142, $ 1728, 
$ 1729, $ 1742 

— struttura, $ 1724-1732 

Antidiuretico, ormone (ADH), $ 1805 

Antiemofilico, fattore, Tab. 34.1, $ 1712 

Antifolati, $ 1185 

Antigene, i 

— A, Tab. 11.5, $ 434 

— B, Tab. 11.5, S 434 

— di trapianto, $ 1746 

— H, Tab. 11.5, $ 434 

— leucocitario comune (CO45), $ 1815 

— nucleare della cellula proliferante 
(PCNA), $ 1507 

— O-, $ 390 

— siti di legame, $ 1731 

— T, $ 1510 

— tumorale grande, $ 1510 

Antimicina A, $ 857 

Antinfiammatori non steroidei, S$ 1034, 
$ 1037, Fig. 23.60 

Anti-oncogeni, $ 1698, $ 1699 

Antipaina, $ 1468 

aantiplasmina, $ 1717 

Antiporto, S 785, Fig. 18.15 

Antiterminazione, $ 1566 

Antitossina, $ 1453 

Antitrombina, $ 1716 

Antp, vedi Antennapedia, gene 

Antranilato, Fig. 24.48 

— fosforibosil transferasi, Fig. 24.48 

— sintasi, Fig. 29.26 

2AP, vedi 2-amminopurina 

AP endonucleasi, $ 1518 
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AP-1, proteina, $ 1691, $ 1814 
Apirimidinici (AP), siti, $ 1518 
Aploide, numero, $ 1202 
ApoA-I, Tab. 11.6, $ 451, $ 456 
ApoB-48, Tab. 11.6 
ApoB-100, Tab. 11.6, $ 454, $ 455 
ApoC-1, Tab. 11.6 
ApoC-II, Tab. 11.6, $ 453 
ApoC-II, Tab. 11.6 
ApoD, Tab. 11.6, $ 456 
ApoE, Tab. 11.6, $ 453 
Apoenzima, $ 470 
Apolipoproteine, Tab. 11.6, $ 451, $ 1024 
Apoproteine, Tab. 11.6, $ 451 
Apteni, $ 1727 
— complessi con gli anticorpi, $ 1731 
Apurinici (AP), siti, S 1518 
araBAD, operone, $ 1353-1354, Fig. 29.24 
Arabinosio, Fig. 10.1, $ 1353-1354, Fig. 
29.24 
— t-isomerasi, Fig. 29.24 
AraC, proteina, $ 1353 
Arachidonato, Tab. 11.1, $ 1033, 
$ 1035-1036, $ 1161 
— metabolismo, $ 1031-1038 
— via ciclica, $ 1036 
— via lineare, $ 1037-1038 
Arancio di acridina, $ 1260 
Arc, repressore, $ 1352 
Archebatteri, S 10 
— alofili, $ 10 
— metanogeni, $ 10 
— termoacidofili, $ 10 
Arginasi, $ 1065, Fig. 24.13 
Arginina, Tab. 4.1, $ 94, Fig. 24.4, 
S 1063-1065, $ 1071, S 1099 
— biosintesi, S 617, S 1111 


— degradazione, $ 1072 E 
Argininosuccinasi, $ 1064 ; 


d 


Argininosuccinato, Fig. 24.4, $ 1064' 

— sintetasi, S 1063, Fig. 24.7 

—— meccanismo, Fig. 24.6 

Arilsolfatasi A, Fig. 23.75, Tab. 

Arnold, W., $ 945 

AroH, operone, $ 1355 

Arrhenius, S., $ 56 

ARS, vedi sequenza autonomamente re- 
plicante 

Arsenite, $ 814 

— tossicità, $ 814 

Artrite reumatoide, $ 1468, $ 1723 

Asma, $ 177: 

Asparagina, Tab. 4.1, $ 94, $ 1071, $ 1097 

— biosintesi, Fig. 24.40 

— scissione, $ 1071 

— sintetasi, $ 1097 

Asparaginasi, $ 1071 

Aspartame, $ 1111 

Aspartato, $ 95, $ 1052, Fig. 24.4, $ 1097, 
Fig. 24.45, $ 1102 

— amminotransferasi, Fig. 20.7, Fig. 21.6, 
S 907, Fig. 21.10 

—— orientamento dei legami, Fig. 24.12 

— biosintesi, $ 1097, Fig. 24.40 

— malato-aspartato, shuttle, S 851 

— scissione, $ 1071 

— fB-semialdeide, Fig. 24.45 

—— deidrogenasi, Fig. 24.45 


— transcarbammilasi (ATCasi), $ 277 
$ 472, $ 473, $ 1165 

—— attivazione dell'ATP, $ 473, Fig. 12.5 

—— cambiamenti allosterici, $ 473 

—— inibizione a feedback, $ 473 

—— inibizione da CTP, $ 473, $ 475 

—— stato R, $ 474 

—— stato T, $ 474 

—— struttura ai raggi X, Fig. 12.7, 
S 474-475 

—— struttura quaternaria, $ 277, Fig. 7.62 

— trasporto mitocondriale, Fig. 21.6, 
$ 907 

Aspartil-8-fosfato, $ 787, Fig. 18.17, $ 1102, 
Fig. 24.45 

Aspartochinasi, S 1101, Fig. 24.45 

— isoenzimi, Tab. 24.3 

Aspirina (acido acetilsalicilico), S$ 1034, Fig. 
23.59, S 1036 

Assi diadici, Fig. 28.6 

Assone, $ 1782, $ 1817 

Assonema, $S 1780 

— braccio esterno di dineina, Fig. 34.67, 
S$ 1780 

— braccio interno di dineina, Fig. 34.67, 
$ 1780 

— nessina, Fig. 34.67, $ 1780 

— raggio, $ 1780 

— schieramento 9+2, $ 1780 

— sottofibra A, $ 1780 

— sottofibra B, $ 1780 

— testa di raggio, $ 1780 

Astbury, W., S 221 

ATCasi, vedi aspartato transcarbammilasi 

Ateromi, $ 457 

Aterosclerosi, $ 457, $ 458 

— placche, $ 242 

Atmosfera 

— ossidante, $ 31 

— 5-ossiprolinasi, $ 1093 

— riducente, $ 31 

ATP (adenosina trifosfato), $ 15, $ 321, 
$ 473, S 599, $ 625, S 626, $ 633-645 

— biosintesi dell’istidina, $ 1106, Fig. 
24.50 

— chiralico, Fig. 15.8 

— citrato liasi, S 840, $ 1011, Fig. 23.29 

— complesso magnesio, $ 543 

— consumo, S 634 

— diagramma delle coordinate di reazio- 
ne per l'idrolisi, $ 655, Fig. 15.28 

— formazione, $ 639 

-—— dal malato-aspartato, shuttle, $ 851 

—— dalla navetta glicerofosfato, $ 851 

—— nel metabolismo aerobico, $ 893 

—— nella fotosintesi, $ 965 

—— per trasporto degli elettroni, $ 855 

— generazione per  fotofosforilazione, 
$ 953, $ 963-965 

— idrolisi, $ 627, Tab. 15.3 

— nel controllo della glicolisi, $ 708-710 

— nella contrazione muscolare, $ 1 
Fig. 34.55 

— nelle reazioni accoppiate, 
15.19 

— nelle reazioni glicolitiche, $ 667-668, 
S 681, $ 691 

— nel movimento flagellare, 

— produzione aerubica, $ 89: 
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— produzione nel metabolismo aerobico, 
$ 750 
— rapida produzione nella glicolisi, $ 700 
— rapporto dell’azione di massa, $ 889 
— riciclaggio, $ 888 
— rottura ortofosforica, $ 638 
— rottura pirofosforica, $ 638 
— ruolo metabolico, $ 633-644 
— sintasi 
—— controllo, $ 888-896 
—— meccanismo, $ 882-884 
—— nei cloroplasti, $ 964 
—— nei mitocondri, $ 870-874 
—— sintesi, $ 625, $ 639-642, $ 649 
—— traslocazione di protoni, $ 882, $ 883 
— trasporto, $ 785- 797 
— velocità di turnover, $ 643 
ATPasi 
— Ca*+., vedi Ca°+-ATPasi 
— (H+-K+)-; vedi (H*-K*)-ATPasi 
— (Nat-K+), vedi (Na+-K*)-ATPasi 
AttB, sito, $ 1575 
Attenuatore, $ 1357 
Attenuazione dell’operone trp, 
$ 1355-1358 
Attivatore, i (enhancer), S 355, $ 1336, 
$ 1508, $ 1657 
— tissutale del plasminogeno (t-PA), 
$ 1717 
Attivazione, energia libera, $ 490 
— unità di, $ 1751, Tab. 34.3, $ 1753 
Attivazione genica, $ 1346-1352 
Attività, S 83 
— coefficiente di, $ 85 
AttP, sito, $ 1575, Fig. 59.29 
Attrattoside, $ 803 
Autoassemblaggio, processo, $ 24 
Autofosforilazione, S 1691 
Autolisi, $ 115 
Autoradiografia, $ 157, $ 620, Fig. 28.53, 
Fig. 28.56 
Autosomi, $ 1207 
Autotrofi, $ 6 
Avery, O., $ 1219 
Avidina, $ 903 
Avogadro, numero di (N), Tab. 3.1, 
S 75-76 
5-azaC, vedi S-azacitosina 
5-azacitosina (5-AzaC), $ 1540 
Azaserina, S 107, Fig. 4.22, $ 1199 
Azoto, fissazione, $ 6, $ 1098, $ 1107-1109 
— flusso di elettroni, Fig. 24.52 
Azzurrina, Fig. 5.5 
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Bacilli, $ 4 

Bacitracina, $ 922, Fig. 21.20 

Baco da seta, Fig. 7.28 

BAL (British anti-lewisite), S 843 
Balbiani, anelli di, Fig. 33.39 
Baltimore, D., $ 1512, $ 1738 

Banda 4.1, proteina, Fig. 11.33, $ 430 
Banda 4.2, proteina, Fig. 11.33, $ 450 
Banda A, Fig. 34.43, $ 1765 

Banting, F., $ 624, $ 1138 

Barbacid, M., $ 1693 

Barcroft, J.. $ 321 
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1424 Indice analitico 


— analisi, $ 373 

—— per metilazione, $ 373 

— metabolismo, S 899-935 

Carbonil fosfato, $ 1061 

Carbonilcianuro-p-ossifenilidrazone 
(FCCP), S 885 

Carbonio 

— anomerico, $ 367 

— e eme, $ 1091 

— ione, vedi carbocatione 

— legami con l’emoglobina, $ 312 

— proprietà uniche, $ 29-30 

Carbossiamminoimidazolo ribonucleotide 
(CAIR), $ 1152 

2-carbossiarabinitolo-1-fosfato, $ 970 

Carbossiattrattoside, $ 803 

Carbossibiotina, proteina di trasporto, $ 1008 

Carbossibiotinil, enzima, $ 1010 

y-carbossiglutammato (Gla), $ 106, $ 1707 

— nella protrombina, Fig. 34.11 

Carbossimetil cellulosa, vedi cellulosa 

Carbossimetilcisteina, Fig. 16.10 

Carbossimetil-CoA, $ 820 

Carbossipeptidasi, S 176, Fig. 6.5, Tab. 6.1, 
S 449, $ 477 

— B, $ 176 

— meccanismi, Fig. 14.32 

Carbossi-procollageno peptidasi, $ 1460 

Carbossiterminale, $ 98 

Carcinogenesi, $ 1526 

Carcinoma, $ 1693 

Cardiolipina, $ 405, $ 1041, Fig. 23.67 

Carica 

— complessi di trasferimento, $ 593-595 

— stabilizzazione, $ 541 

Carnitina, $ 989, Fig. 23.6 

— palmitoil transferasi, $ 989 

B-carotene, $ 946 

Carotenoidi, $ 946, Fig. 22.5 

Cartilagine, proprietà meccaniche, $ 386 

Caruthers, M., $ 1294 

Cascata, e, $ 740-743, Fig. 23.48, $ 1098, 
$ 1116-1121 

— amplificazione, $ 741, $ 764 

— bicicliche, $ 742-747 

— cinetica, $ 764 

— coagulazione, $ 1715 

— inositol trifosfato, S 1813 

— monociclica, $ 741 

Caspar D., $ 1555 

Caspersson, T., $ 1309 

CAT, vedi cloramfenicolo acetil transferasi 

Catabolismo, $ 25, $ 601 

Catabolita, inibizione da, $ 797, $ 1346. 
$S 1578 

Catalasi, $ 17, $ 312, $ 974, $1178 

— costante cinetica, Tab. 13.1 

— perfezione catalitica, $ 501 

Catalisi 

— acida generale, $ 534 

— acido-basica, $ 534-536 

— basica generale, $ 534 

— concertata, $ 535 

— covalente, $ 537 

— da effetti di prossimità e orientamen- 
to, $ 545-546, $ 1046 

— da ioni metallici, $ 540-543 

— da legame dello stato di transizione, 
S 547-549 


— da residui amminoacidici, $ 535 

— elettrostatica, $ 544 

— enzimatica, $ 531-596 

— meccanismi, $ 532-549 

— natura, $ 493 

— nucleofila, $ 538 

—— ioni metallici, $ 540 

— per arresto dei movimenti intermole- 
colari, $ 546 

— per protezione di cariche, $ 543 

— per reattante distorto, $ 547 

— per residui amminoacidici, $ 539 

— per stabilizzazione di cariche, $ 541 

— perfezione, $ 501 

— tappe elettrofiliche, $ 538 

— tappe nucleofiliche, $ 538 

— triadi, $ 571, Fig. 14.21 

—— ruolo, $ 581 

—— evoluzione, $ 582 

—— funzione, $ 581 

Catalitica 

— costante, vedi turnover, numero 

— efficienza, $ 500 

— meccanismi, $ 532-549 

Catastrofe di errori, $ 652 

Catecolammine, $ 1092, $ 

Catecolo, $ 1092, $ 1796 

Catena, e 

— H, vedi catene pesanti 

— laterali, polarità, $ 253 

— leggere \ 

—— geni, $ 1736 

——— organizzazione, $ 1736 

——— ricombinazione, $ 1570 

— leggere (L), $ 1725 

— leggere k, $ 1734, Fig. 34.25 

—— geni, $ 1734, Fig. 34.25 

——— assemblaggio dell'MRNA, $ 1734 

——— flessibilità di ricombinazione, 
$ 1735 

——— leader (Ly), $ 1734, Fig. 34.25 

——— organizzazione, Fig. 34.25 

-—-—— ricombinazione somatica, S_ 1734 

——— segmento Cy, $ 1734, Fig. 34.25 

——— segmento giunzionale UL). S 1734, 
Fig. 34.25 

——— segmento Vy. $ 1734, Fig. 34.25 

——— segnali di ricombinazione, $ 1734 

— pesanti 

—— classi (H), $ 1725, Fig. 34.29 

—— geni, $ 1737, Fig. 39.29 

——— diversità (D), segmento, $ 1737, Fig. 
34.29 n 

——— ipermutazione somatica, $ 1738 

——— mutazione somatica, $ 1738 

——— organizzazione, Fig. 34.29 

——— regioni N, $ 1738 

——— segmenti Cy, $ 1737, Fig. 34.29 

——— segmento leader (Ly), Fig. 34.29 

——— segmento di unione (Jx), $ 1737, 
Fig. 34.29 

——— sivitch (Sì, regione di, $ 1741, Fig. 
34.32 

——— Vy, segmenti, $ 1738, Fig. 34.30 

Catepsina, $ 1468 

— D, $ 443 

Caudale, proteina, $ 1680 

CCAAT Box. $ 1335 

CCCv, vedi cadang-cadang, viroide 


1795, S 1796 
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CCK, vedi colecistochinina 

CCP, vedi citocromo c perossidasi 

CDA, glicoproteina della superficie cellu- 
lare, Fig. 34.33 

— umana, $ 1744 

CD8, glicoproteina della superficie cellu- 
lare, Fig. 34.33 

cDNA {DNA complementare), $ 1290, 
$ 1305, $ 1512, Fig. 33.17 

CDP 

— colina, Fig. 23.64, Fig. 23.69 

— DG (CDP-diacilglicerolo), $ 1041, Fig. 
23.66, Fig. 39.41 

— 1,2-diacilglicerolo fosfoetanolammina 
transferasi, Fig. 23.64 

— etanolammina, Fig. 23.64, Fig. 23.68 

Cech, T., 1375 
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— per interazioni idrofobiche, $ 150 

— scambio ionico, $ 128-132 

— su carta, $ 133-135, $ 1265 

—— bidimensionale, $ 135 

— su strato sottile (TLC), $ 146 

— termica, $ 1256 

Cromatogramma, $ 134 

Cromatosomi, $ 1611 

Cromoforo, $ 423, $ 948 

Cromomeri, $ 1616 

Cromosome walking, $ 1303 

Cromosoma, i, $ 5, $ 1202-1204 

— a forcelle multiple, $ 1502, Fig. 31.22 

— a spazzola, $ 1652 

— attivazione, $ 1650 

— coppie omologhe, $ 1202 

— double minute, $ 1634 

— E. coli, $ 1499-1503 

— eucariotici, $ 1606-1616 

— impalcatura proteica, Fig. 33.13 

— metafase, Fig. 33.13, Fig. 33.14 

— politenici, $ 1616, Fig. 33.15 

— puff, $ 1652, Fig. 33.39 

— riarrangiamenti, $ 1695 

— sessuali, $ 1205 

— unità trascrizionali, $ 1615 

— X, 1056, $ 1207 

— Y, 1056, S 1207 

Crossing-over, $ 1204, Fig. 27.10, $ 1209, 
$ 1630 

— ineguale. $ 1630 

CRP, vedi proteina recettore di cAMP 

CTAB (cetiltrietilammonio bromuro), Fig. 
11.20 

CTP (citosina trifosfato), $ 473 

— sintasi, $ 1170 

CTP, colina citidil transferasi, Fig. 23.64 

CTP, fosfatidato citidil transferasi, Fig. 
34.91 

CTP, fosfoetanolammina citidil transferasi, 
Fig. 23.64 

Cuatrecasas, P., S_ 1812 

Curaro, $_1 

Curie (Ci), S 

Curve 

— iperboliche, $ 314, $_ 497 

— sigmoidali, $ 314 

Cushing, sindrome cdi, $_1797 


D 


D, vedi diidrouridina 

vamminoacidi, $ 108 

DAHP, vedi 2-chetodeossi-p-arabinoeptu- 
losio-7-fosfato 

Dalgarno, L., $ 1434 

Dalton (D), $ 5 

Dam, gene, $ 1538 

Dam, metilasi, S 1538 

Dansilamminoacido, $ 175 

Dansilamminoetiltiogalattoside, $ 801 

Dansilcloruro, Fig. 6.3, $ 175 

Darnell, J., $ 1653 

Darwin, C., $ 28, $ 814, $ 1201 

Dati cinetici 

— analisi, $ 499-501 

— e meccanismo di reazione, $ 505 

Daunomicina e DNA, $ 1327 


Davies, D., $ 1105, $ 1730 

Davis, R., $ 1300 

DCCD, proteolipide che lega, $ 883 

DCCD, vedi dicicloesilcarbodiinimide 

Dem, gene, $ 1538 

Dem, metilasi, $ 1538 

DCMU, vedi 3-(3,4-diclorofenil)1,1-dimetil- 
urea 

dANTP, vedi 2°,3°-dideossinucleoside tri- 
fosfato 

De Lucia, P., $ 1487 

De Saussure, T., $ 938 

Deacilazione, della serina proteasi, $ 577 

DEAE-cellulosa nella cromatografia a 
scambio ionico, $ 132, Fig. 5.8 

Deamminazione degli amminoacidi, 
S 1052-1059 

Debito d’ossigeno, $ 912 

Decadimento radioattivo, $ 620 

Decametonio, ione, $ 1829 

deDuve, C., $ 16 

Defosfo-CoA chinasi, $ 1197, Fig. 26.29 

Defosfo-CoA pirofosforilasi, $ 1197, Fig. 
26.29 

Degradazione delle proteine, $ 1465-1471 

Deidratazione, reazioni, $ 610 

Deidroandrosterone, Fig. 23.51 

5-deidrochinato, Fig. 24.47 

— deidratasi, Fig. 24.47 

Deidrochinato sintasi, Fig. 24.47 

7-deidrocolesterolo, $ 1793 

Deisenhofer, J., $ 948 

Delezione, $ 1535 

Denaturazione 

— del DNA, $ 1239 

— delle proteine, $ 267-268 

— temperatura di, $ 78 

Densità, gradienti, $ 165, $ 167, Fig. 5.32 

«Dente di gallina», Fig. 33.55 

5°-deossiadenosilcobalammina, $ 1000 

Deossicitidina deamminasi, $ 1179 

1i-deossicorticosterone, Fig. 23.51 

11-deossicortisolo, Fig. 23.51 

Deossiemoglobina, vedi emoglobina 

Deossinucleotidi, $ 1143 

— biosintesi, S 1173-1185 

Deossinucleotidil transferasi terminale, 
$ 1300, S 1738 

Deossiribonucleotidi, $ 1143, $ 1173 

— formazione, $ 1173-1185 

Deossiribosio, $ 26, S 371, $ 1174-1180 

Deossitimidina, Tab. 26.1, Fig. 26.26 

Deossi-zuccheri, $ 371 
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S 1254 
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Dermatan solfato, $ 383, Fig. 10.20 

Dermatosparassia, $ 1460 

Desamido NAD*, vedi NADH 

Desaturasi, $ 1012 

— terminale, $ 1012 

Desmina, $ 1761 

Desmosina, $ 243 

Destrano, $ 138 

a-destrinasi, $ 379 

Destrina, $ 379 

— limite, $ 398 

Destrorotatorie, molecole, $ 106 

Detergenti, Fig. 11.20 
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— effetti sulla denaturazione delle pro- 
teine, $ 267 

— rottura delle membrane cellulari, $ 419 

Determinanti antigenici, Tab. 11.5 

DG chinasi, Fig. 34.91 

DHF, vedi 7,8 diidrofolato 

DHFR, vedi diidrofolato reduttasi 

Diabete 

— insipido, $ 1829 

— mellito, $ 624, $ 1138-1139, $ 1468 
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S 1138, S 1139, $ 1723, $ 1749 

—— non insulina dipendente (dell’età 
adulta), S 1138 
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Diacilglicerolo 

— sn-1,2-(DG), $ 983, Fig. 23.32, Fig. 23.63 

— aciltransferasi, $ 1013 

— lipasi, $ 1033 

— trifosfato, $ 1813 

Dialisi, $ 139 

Diamminopimelato 

— decarbossilasi, Fig. 24.25 

— epimerasi, Fig. 24.25 

— meso-a,e-, Fig. 24.45 

Diastasi, vedi a-amilasi . 

Diastereomeri, $ 102 

O-diazoacetil--serina, $ 1199 

Diazobenzilossimetil, gruppo, $ 1262 

Diazometano, Tab. 6.3 

6-diazo-5-ossi-.-norleucina (DON), $ 1199 

Dicephalic, mutazione, $ 1679 

Dichetopiperazina, mappa della densità 
elettronica, Fig. 7.39 

Dicicloesilcarbodiimmide, (DCCD), $ 210 

Dickens, F., $ 926 

Dickerson, R.E., $ 303, S 371, Fig. 28.5, 
$ 1240, Fig. 28.8, Fig. 28.9 

3-(3,4 diclorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU), 
$ 956, $ 959 

Dicumarolo, $ 1707, Fig. 24.10, $ 883 

2°,3°-dideossinucleoside trifosfato (AGNTP), 
S$ 1287 

Didrossiacido deidratasi, Fig. 24.46 

Diener, T., $ 1596 

2,4-dienoil-CoA reduttasi, S 997 

Dietilamminoetil cellulosa, vedi DEAE- 
cellulosa 

Dietilpirocarbonato, Tab. 6.3 

Difetti genetici, $ 616 

Diffrazione a neutroni, $ 1425 

Diffusione, $ 77 

— coefficiente, $ 771 Pe 

— facilitata, $ 77 

— Fick, prima legge, $ 771 

— limite controllato, $ 501 

Difosfatidil glicerolo, Tab. 11.2 

2,3-difosfoglicerato, vedi 2,3-bisfosfoglicerato 

Difosfopiridina nucleotide (DNP), vedi 
NAD* 

Diftamide, $ 1453 

Digalattosil diacilgliceroli, $ 940 

Digestione proteolitica, $ 1459-1462 

Digitale, Fig. 18.19, $ 791 

Digitossigenina, $ 791 

Diglicerolo chinasi, $ 1033 

7,8 diidrobiopterina, $ 1080, Fig. 24.21, 
Fig. 24.32 
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Diidroceramide, $ 1045 

— reduttasi, $ 1045 

Diidrofolato, S 445, S 506, Fig. 24.37, 
S$ 1182 $ 

— reduttasi (DHFR), S 445, $ 506, $ 1080, 
Fig. 24.21, $ 1094, S 1184, $ 1634 

—— amplificazione genica, $ 1634 

—— struttura ai raggi X, Fig. 26.19 

Diidrolipoamide, $ 812 

Diidrolipoil deidrogenasi, $ 279, $ 811, 
S 812, S 824 

— omologia con la glutatione reduttasi, 
$ 812 

Diidrolipoil transacetilasi, Tab. 7.6, $ 811 

— scambio dei gruppi acetile, $ 815 

Diidrolipoil transsuccinilasi, $ 824 

Diidroorotasi, $ 1166 

Diidroorotato, $ 1166, $ 1167 

— deidrogenasi, $ 1167 

Diidropicolinato, Fig. 24.45 

Diidropteridina reduttasi, $ 1080 

Diidrosfingosina, $ 406, Fig. 23.71 

Diidrossiacetone, Fig. 10.2 

— fosfato (DHAP), S 671, $ 674, Fig. 22.23, 
Fig. 23.3, $ 1013, Fig. 23.32 

—— nel glicerofosfato, shuttle, $ 851, Fig. 
20.6 

1a,23-diidrossicalciferolo, [1,25(0H)2D], 
S 1794 

2-(1,2-diidrossietil) tiammina pirofosfato, 


L-3,4-diidrossifenilalanina, (L-DOPA), 
S 1083, Fig. 24.23, S 1092 

a, 8-diidrossi-B-metilvalerato, Fig. 24.46 

a, B-diidrossisovalerato, Fig. 24.46 

Diidrotimina, Fig. 26.26 

Diidrouracile, Fig. 26.26 

— deidrogenasi, Fig. 26.26 

Diidrouridina (D), S 1389 

Diimmina, $ 1109 

2-4-diinitrofenolo, $ 885 

Diisopropilfosfofluoruro (DIPF), $ 192, 
$ 569, $ 182 

Dimeri, $ 27 

Dimetilallil pirofosfato, $ 1019, Fig. 23.40 

NS, NS-dimetiladenina, S 137 

N, NS-dimetiladenosina, $ 1250 

1-dimetilamminonaftalene-5-sulfonil clo- 
ruro (dansil cloruro), $ 175 

5,6-dimetilbenzimmidazolo (DMB), $ 1000 

N23, N?-dimetilguanosina (m?;g), Fig. 
30.13 

Dimetilossalacetato, $ 541 

— decarbossilazione; S 54 

Dimetil solfato (DMS), $ 12 
S 1321, $ 1344 

— impronta (footprintingì, $ 1657 

Dimetilsuberimidato, $ 278 

Dimetossitritile (DMTr), gruppo, $ 1294, 
Fig. 28.59 

Dinammina, $ 1783 

Dineina, $ 1780, Fig. 34.67, S 1781, $ 1782 

— bracci, $ 1780, $ 1781 

— citosolica, $S 1782 

— microfotografie elettroniche, Fig. 34.61 

— movimento, funzioni di, S 1781 

— somiglianze con la miosina, S 1781 

2,4-dinitrofenilsolfenil cloruro, Tab. 6.3 

2,4-dinitrofenolo (DNP), $ 885 


1 
84, Fig. 28.52, 


— come pillola dietetica, $ 885 

Dinztis, H., $ 1429 

Dioldeidrasi, $ 1051 

Dipeptidi, $ 91 

DIPF, vedi diisopropilfosfofluoruro 

Dipirrometano, $ 1088 

Diploide, numero, $ 1202 

Disaccaridi, $ 374-375 

Dischi immaginali, $ 1678 

Disolfuri in proteine, reazioni di scam- 
bio, $ 285 

Disordine, $ 74-75 

Displasia ectodermica anidrotica, $ 1651 

Dissociazione 

— costante, $ 57 

— apparente, $ 352 

— curva di O; 

—— del sangue intero, Fig. 9.7 

—— dell'emoglobina, Fig. 9.3 

—-—— denudata, Fig. 9.7 

—— della mioglobina, Fig. 9.3 

— di alcuni acidi, Tab. 2.3 

— intrinseca, $ 352 

— macroscopica, $ 352 

— microscopica, $ 352 

Distrofina, $ 1763 

5,5°-ditiobis(2-acido nitrobenzoico(DTNB), 
Tab. 6.3 

Ditrioeritritolo, $ 177, Tab. 6.3 

Ditriotreitolo, $ 177, Tab. 6.3 

Divinilbenzene, legami trasversali, $ 131 

DMB, vedi 5,6-dimetilbenzimidazolo 

DMS, vedi dimetil solfato 

DMTr, vedi dimetossitritile 

DNA (acido deossiribonucleico), $ 2, $ 26, 
S 1200-1220, $ 1223 

— «A, $ 1233, Fig. 28.8, $ 1243 

—— significato biologico, $ 1234 

— amplificazione, per mezzo della rea- 
zione a catena della polimerasi, $ 1304 

— -B, S 1229, $ 1232, $ 1243 

—— particella centrale del nucleosoma, 
$ 1611 

—— significato biologico, $ 1229 

— bande satellite, S 1263 

— canonico, $ 1351 

— catene complementari, $ 26 

— circolare, $ 1264, Fig. 28.33 

— colorazione, $ 1260 

— complementare (cDNA), $ 1290, $ 1305, 
$ 1512, Fig. 33.17 

— complessità, $ 1619 

— composizione delle basi, $ 1225 

— conformazione, $ 1241-1244 

— cromosomico, rapporto di condensazio- 
ne, $ 1606 

— curva di fusione, $ 1239, Fig. 28.15 

— degradazione meccanica, $ 1236 

— denaturazione, $ 1238-1240 

— deviazione dal modello di Watson e 
Crick, $ 1230 

— diffrazione ai raggi X della fibra, Fig. 
28.4 

— dimensioni, $ 1236, Tab. 28.2 

— DnaA, proteina, $ 1500, Fig. 31.21 

— DnaB, proteina, $ 1497, Fig. 31.21 

— DnacC, proteina, $ 1497, Fig. 31.21 

— doppia elica, $ 1232, $ 1256 

— duplex, $ 1231, $ 1260 
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egoista, $ 1624 

elementi di risposta, $ 1662 
eteroduplex, $ 1529 

fagico, $ 1395 

famiglia Alu, $ 1623, Fig. 33.33 
famiglia Kpn, $ 1636 

filamento «antisense», $ 1319 
filamento leader, $ 1481, Fig. 31.15, Fig. 
31.20, Fig. 31.27 

filamento meno, $ 1319 

filamento più, $ 1319 

filamento ritardato, $ 1481, Fig. 31.15, 
Fig. 31.20, Fig. 31.27 

filamento «sense», $ 1319 

forma A, $ 1233, Fig. 28.8, $ 1243 
forma B, S 1229-1231, $ 1233, S 1243 
forma Z, $ 1234, Fig. 28.9, $ 1234, 
S 1243 

girasi, vedi topoisomerasi II 
glicosilasi, $ 1518 


—— ATP in, $ 1493 
—— ligasi, $ 1300, $ 1482, $ 1492-1493, 


Fig. 31.14, Fig. 31.20, Fig. 31.29 


—— NAD* in, $ 1493 
—— TA, 5 1493 


legami con le proteine, $ 1350 
legami idrogeno, $ 1248 
linker, $ 1611 

lunghezza complessiva, $ 1236 
metilazione, S$ 1538-1541 


—— autoperpetuazione, $ 1541 
—— nel controllo dell’espressione genica, 


S 1540 
mitocondriale, replicazione, $ 1509 


—— ansa a D, $ 1509 


modificazioni, $ 1226 


—— ospite-specifico, $ 1277 


—— a, $ 1507, Tab. 31. 


numero di legame, $ 127 
polimerasi, $ 1287, $ 1290, $ 1477, Fig. 
31.1, $ 1507-1511 


(Shi 


—— e, S 1507 

—— 8, $ 1507, Tab. 31.5 

—— 5, S 1507, Tab. 31.5 

—— y, $ 1507, Tab. 31.5 

—— I (Pol I, $ 1286, S 1484-1489, Fig. 


31.20, $ 1516 


—— Il (Pol M, Tab. 31.2, $ 1490, Fig. 31.20 
——— diretta da DNA, $ 1477-1478 
——— diretta da RNA, $ 1512 

——— traslazione per taglio, $ 1488 
—— III (Pol IM, S 1490-1491, $ 1497, Fig. 


31.19, $ 1504 


——— componenti, Tab. 31.2 

——— errori, $ 1539 

——— funzioni, $ 1490-1491 

——— oloenzima, $ 1491, $ 1497 

—— inibizione da intercalanti, $ 1327 
—— processiva, $ 1484 

——- e DNA, $ 1487 

——— errore, $ 1539 

——— 3°-5’ esonucleasi, Fig. 31.8, Fig. 


31.11 


——— 5°-3’ esonucleasi, $ 1485, $ 1487 
——— funzione fisiologica, $ 1487 


—— Klenow, frammenti di, $ 1286, 


S 1486 


——— struttura ai raggi X, Fig. 31.10, 
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12.2, Tab. 12.3, 5 655-637, S 796 
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— attivati dai metalli, $ 540 
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$ 1098 
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— classificazione, S 477 


— costanti di ionizzazione, $ 513 
— costitutivo, $ 1311 
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— deramificante, $ 379, $ 
—— deficienza, $ 757 

— di fotoriattivazione, S_ 1514 3 
— e pH, $ 512 . 
— e substrati, $ 463 e 

— flusso, $_ 657 

— inducibili (adattativi), $ 1311, $ 1312 
— lac, espressione combinata, $ 1316 
— malico, Fig. 22.30, $ 1001, $ 1011 
— meccanismi dell'azione, S_-463-477 
— metabolizzatori del lattosio, $ 1312 
— metallo, $ 540 
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—— acidi grassi sintasi, S_ 1010 

— nomenclatura, S_4TT 

— proprietà, $ 463 

— ramificante, S 758 
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— specificità di substrato, $ 466-469 
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— stereospecificità, $ 467-468 
Enzimatica, che 
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—— chimica, $ 481-493 

—— usi, $ 480 

— induzione, S 1311-1314 

— interconversione, $ 704 

— reazioni, S 480-524 

—— accoppiate, $ 107 

—— effetto del pH, $ 511-513 
—— inibizione, $ 506-510 
—— perfezione catalitica, S 501 


Enzimologia, $ 467 

Eparan-solfato, $ 383 

Eparina, $ 383, Fig. 10.20, $ 1716 

— e coagulazione del sangue, $ 383 

Epatite A, S 1560 

Epidermide 

— fattore di crescita (EGF), $ 1642, $ 1691, 
S 1812 

— precursore del fattore di crescita, (EGF), 
$ 1642 

— recettore del fattore di crescita, (EGF 
recettore), $ 1691, $ 1812 

Epimeri, $ 365 

Epinefrina, vedi adrenalina 

Episomi, $ 1213 

Epitopi, $ 1731 

Epstein-Barr, virus, $ 1276 

Eptosio, $ 365 

Equazioni di velocità 

— di primo ordine, $ 483 

— di secondo ordine, $ 483 

— enzimatica, $ 495-498 

Equilibrio, i S$ 75 

— chimici, $ 80-84 

— costante di, $ 57, $ 81 

— stato di, $ 495 

— variazione con AG, Tab. 3.3 

ER, vedi reticolo endoplasmatico 

Erabutossina, $ 1824 

Erbicidi, S 956, $ 959, $ 1101 

Ereciriska, M., $ 889 

Ereditarietà mendeliana, $ 1205-1207 

— teoria cromosomica, $ 1207-1211 

eRF, $ 1445 

Ergocalciferolo (vitamina Di), $ 1794 

Ergosterolo, $ 408, S 1794 

Eritrocita, i 

— anemia a cellule falciformi, S 194-196 

— canale anionico, $ 429 

— del cammello, $ 432 

— distribuzione dei lipidi, Fig. 11.32 

— «fantasma», $ 428 

— fluidità, $ 430 

— forma, Fig. 6.11 

— freeze etch, Fig. 11.30 

— membrana, $ 428-132 

— nel glutatione, $ 934 

— normale, Fig. 6.11 

— proteine, $ 429 

— scheletro, $ 430, Fig. 11.33 

— trasportatore del glucosio, $ 772, $ 782 

Fritromicina, Tab. 30.9, Fig. 30.46 

Eritropoiesi, siti di, Fig. 33.32 

Eritrosio, Fig. 10.1 

Eritrosio-4-fosfato (E4P), $ 931, Fig. 21.22, 
$ 969, Fig. 22.23, Fig. 24.27 

Eritrulosio, Fig. 10.2 

Esametilendiammina, $ 141 

Esc, vedi gene ertra set combs 

Escissionasi, S$ 1576 

Escissione, riparazione per, $ 1516-1519 

Esclusione 

— allelica, $ 1739 

— limite di, S 136 

Eso, conformazione, $ 1244 

Esoamminidasi A, $ 1049, Tab. 23.2 

Esoamminidasi B, $ 1049, Tab. 23.2 

Esochinasi, $ 608, S 655, $ 667-668, $ 908, 
S 1115, $ 1130 
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— cinetica, $ 668 

— e trasporto dell'ossigeno, $ 684, Fig. 
16.17 

— effettori, Tab. 16.3 

— forme aperte, Fig. 16.5 

— forme chiuse, Fig. 16.5 

— inversione delle reazioni nella gluco- 
neogenesi, $ 908 

— meccanismi, $ 668 

— specificità, $ 668 

— struttura ai raggi X, Fig. 16.5 

— substrati, S$ 667 

Esocitosi, $ 12, $ 783 

Esocrine, ghiandole, $ 1790 

Esoergonici, processi, $ 78 

Esoni, $ 1366-1367, $ 1375, $ 1637, $ 1641, 
Fig. 33.36 

Esonucleasi, $ 1275 

Esopeptidasi, $ 176, Tab. 6.1 

Esosi diversi dal glucosio, metabolismo, 
$ 715-720 

Esosio, $ 365 

— monofosfato (HMP) shunt, vedi pento- 
sio fosfato, via del 

Esotermici, processi, S 71 

Estere, idrolisi 

— da parte della chimotripsina, $ 567 

— fase esplosiva, $ 567 

Estinzione molecolare, coefficiente, $ 943 

Estradiolo, Fig. 23.51, $ 1661, $ 1798 

Estrogeni, $ 460, $ 1030, $ 1661, S 1797 

— a livelli di HDL, $ 460 

— recettori, $ 1662 

Etanolammina, Tab. 11.2, $ 1041, Fig. 
23.64 

— chinasi, Fig. 23.64 

— plasmalogeno, $ 1642 

Etanolo, $ 467, $ 1114 

— dalla fermentazione alcolica, $S 696 

Eterocarionte, $ 425 

Eterocisti, $ 1108 

Eterocromatina, S 1606, Fig. 33.2, $ 1650 

— costitutiva, $_ 1650 

— facoltativa, $ 1650 

Eterolitico, taglio del legame, $ 607, Fig. 
5.4, $ 1000 

Eteropolisaccaridi, $ 372 

Etevotrofi, $ 8 

ETF: ubichinone ossidoreduttasi, $ 991, 
Fig. 23.8 

1-etil-3(3-dimetilamminapropilìcarbodiim- 
mide (EDAC), $ 141 

O5-etilguanina, $ 1515 

N- etilmalevimmide, Tab. 6.3 

Etilnitrosurea, $ 1384 

Etiltiofluoroacetato, Tab. 6.3 

Eubatteri, $ 10 

Eucariote, i, S 2, $ 11-21, $ 784 

— architettura cellulare, S 12-20 

— cigli e flagelli. $ 1780 

— differenziamento cellulare, $ 1673 

— DNA polimerasi, $ 1507-1511 

— espressione dei geni, $ 1605-1699 

— genoma, $ 1617 

— linee di discendenza, Fig. 1.13 

— organelli, $ 16-20 

— struttura dei cromosomi, $ 1606-1613 

Eucromatina, Fig. 33.2, $ 1606, $ 1650 

Evans, M., $ 263 
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Evoluzione, Fig. 1.17 

— attraverso la selezione naturale, 
$ 193-196 

— biologica, $ 33-36 

— chimica, $ 32, $ 193-206 

— convergente, $ 306, $ 57 

— darwiniana, $ 196 

— degli organismi, $ 204 

— divergente, $ 306 

— per duplicazione genica, $ 205, $ 306 

— per spinte neutrali, $ 197-204 

— strutturale, $ 302-307 

— velocità, $ 96 

Extra sex combs, gene (esc), $ 1682 

Eyring, H., $ 487 


F 


FoF;-ATPasi, vedi protone che trasloca 
ATP, sintasi 

FG6P, vedi fruttosio-6-fosfato 

Fab, frammenti, $ 1726, Fig. 34.20 

— complessi con il lisozima, $ 1731, Fig. 
34.24 

— complesso con fosforilcolina, Fig. 34.23, 
Tab. 23.2, Fig. 23.75 

Fabry, malattia di, Fig. 23.75, Tab. 23.2 

FAD (flavin adenina dinucleotide), $ 591, 
S 1059, $ 1076, $ 1119, Fig. 26.28 

— e produzione di ATP, $ 832 

— in diidrolipoil deidrogenasi, Fig. 19.3 

— nel ciclo dell'acido citrico, Fig. 19.1, 
$ 812 

— nel glicerofosfato, shuttle, $ 851 

— nella succinato deidrogenasi, $ 828 

— B-ossidazione, $ 990 

— pirofosforilasi, $ 1196 

FADH (flavin adenina dinucleotide, for- 
ma radicale), Fig. 14.27 

FADH; (flavin adenina dinucleotide) 

— e formazione di ATP, $ 852 

— forma ridotta, Fig. 14.27, $ 1118 

Fago, vedi batteriofago 

Fagociti, $ 1722 

Fagocitosi, $ 460, $ 1722 

FAICAR, vedi 5-formamminoimidazolo-4- 
carbossamide ribonucleotide 

Falloidina, $ 1775 

Famiglia umana, albero, $ 1638, Fig. 33.35 

Faraday, costante di, Tab. 3.1, $ 647 

Farber 

— lipogranulomatosi di, Fig. 23.75 

— malattia di, Tab. 23.2, Fig. 23.75 

Farina fossile, $ 144 

Farmaco-resistenza e amplificazione ge- 
nica, $ 1634 

Farnesil pirofosfato, S 1021, Fig. 23.42 

— sintasi, $ 1021 

Fase, variazione di, $ 1536 

Fasman, G., $ 293 

Fattore, i 

— accessori, $ 1703 

— B, $ 1755 

— D, $ 1755 

— è, $ 1318, S 1322, $ 1341 

— 1-eritroide-specifico, $ 1660 

— F, $ 1213 


ni. 


— I, vedi fibrinogeno 

— II, vedi protrombina 

— II, vedi tromboplastina 

— IV, vedi Ca?+ 

— V, vedi proaccelerina 

— VII, vedi proconvertina 

— VIII, vedi antiemofilico, fattore 

— IX, vedi Christmas, fattore 

— X, vedi Stuart, fattore 

— XI, vedi antecedente della trombopla- 
stina plasmatica 

— XII, vedi Hageman, fattore 

— XIII, vedi fibrina, fattore stabilizzante 

— che inibiscono il rilascio (ormoni), 
$ 1800 È 

— d’inizio proteici, $ 1435 

—— eucariotici, $ 1436 

— di rilascio (ormoni), $ 1800 

— di rilascio (proteici), $ 1445 

— intrinseco, $ 1002 

— o, $ 1330, S 1331 

— specificità, $ 1365 

— statistici, S 352 

FBPasi, vedi fruttosio 1,6 bisfosfatasi e 
fruttosio-1,6-bisfosfato 

FBPasi2, vedi fruttosio bisfosfatasi-2 

Fc, frammento, $ 1726, Fig. 34.20 

Fegato 

— alcol deidrogenasi (LADH), Tab. 16.1, 
$ 698 

— deficienza di fosforilasi, $ 760 

— deficienza di fosforilasi chinasi, $ 762 

— deficienza di glicogeno sintasi, $ 763 

— e livelli di glucosio nel sangue, $ 756 

— metabolismo, S$ 1130-1135 

—— del glicogeno, $ 750 

Felsenfeld, G., $ 1656 

Femminilizzazione testicolare, $ 1798 

Fenil etanolammina-N-transferasi, Fig. 
24.33 

Fenilalanina, Tab. 4.1, $ 89, $ 1079, $ 1104 

— biosintesi, $ 1111, $ 1104, Fig. 24.48 

— idrossilasi, $ 1080, Fig. 24.21 

— scissione, Fig. 15.13, $ 1079-1082 

Fenilbutazone, Fig. 23.60 

Fenilchetonuria, $ 616, $ 992, S 1082 

Fenilgliossale, Tab. 6.3 

Fenilisotiocianato (PITC), $ 175, Fig. 6.4 

Fenilpiruvato, $ 616, Fig. 15.13, $ 1082, 
Fig. 24.48 

B-fenilpropionato, $ 570 

Feniltioidantoina (PTH), $ 175 

Fenolftlaleina, $ 67 

Fenolo, $ 335 

Fenotipo, $ 1205 

Fentolammina, $ 1796 

Feofitina a (Pheo a), $ 959 

Fermentazione, $ 8, $ 692-700 

— alcolica, $ 695-698, S 699, S 892 

— energetica della, $ 699- 700 

— enzimi, Tab. 16.1 

— omolattica, $ 693 

—— energia, $ 699 

Feromoni, $ 1788 

Ferredossina, Fig. 20.14, S 862, $ 961, 
S 1109 


— NADF*reduttasi, $ 961 

— tioredossina reduttasi, $ 972 

Ferritina, $ 395 

Ferro-protoporfirina IX, vedi eme 

Ferrochelatasi, $ 1087 

Fersht, A., $ 1406 

Fessura sinaptica, $ 1821 

Feulgen, reagente, Fig. 33.2 

FGAM, vedi formilglicinamidina ribonu- 
cleotide 

FGAM sintetasi, Fig. 23.6 

FGAR, vedi formilglicinamide ribonucleo- 
tide 

FH, vedi ipercolesteremia famigliare 

Fibre muscolari 

— lente, $ 700 

— veloci, $ 700 

Fibrina, S 202, $ 1704 

— degradazione, $ 1717 

— fattore stabilizzante (FSF), S 1705, Tab. 
34.1 

— fibre, Fig. 34.2, Fig. 34.6 

— formazione, $ 1704-1705 

Fibrinogeno, $ 164, $ 202, $ 1704-1705, 
Tab. 34.1, Fig. 34.1 

— attivazione, $ 1704-1705 

— micrografia elettronica, Fig. 34.3 

— struttura, $ 1704, Fig. 34.4 

Fibrinolisi, $ 1717 

Fibrinopeptidi, $ 202, $ 1704, Fig. 34.7 

— evoluzione, Fig. 6.15, $ 202 

Fibroblasti, Fig. 1.7 

— fattore basico di crescita (bFGF), $ 385 

— interferone, $ 1456 

Fibroina, $ 235-236 

Fibrosi cistica, S 1281 

Fick, prima legge della diffusione, $ 771 

Ficobiliproteine, $ 946 

Ficobilisomi, S 946 

Ficocianobilina, S 946, Fig. 22.5 

Ficocianoeritrina, $ 946, Fig. 22.5 

Fiers, W., $ 1275 

Filamento, i 

— del DNA 

—— cantisense», $ 1319 

—— leader, $ 1481, Fig. 31.5, Fig. 31.20, 
Fig. 31.27 

—— meno, $ 1319 

—— più, $ 1319 

—— ritardato, $ 1481, Fig. 31.5, Fig. 31.20, 
Fig. 31.27 

—— «sense», $ 1319 

— intermedi, $ 18, $ 1777 

— sottili, Fig. 34.43, Fig. 34.53 

—— modello, Fig. 34.50 

—— ricostruzione dell'immagine, Fig. 
34.48 

— spessi, Fig. 34.43, Fig. 34.46, Fig. 34.53 

— stampo, $ 1286 

— virale (+), $ 1495 

Fillochinone (vitamina Ki), S 961, Fig. 
34.10 

Filogenesi, $ 9, $ 21 

Finch, J., $ 1611 

Fingerprinting, S 153, $ 189, S$ 570 

Fink, G., S 1537 

Fischer, E., $ 107, $ 365, $ 465 

— convenzione di, $ 107-109 

— proiezioni di, $ 107, $ 365 


I numeri preceduti dal segno $ indicano i paragrafi del testo e non le pagine 
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— Gus, Fig. 11.7, Fig. 23.70, Fig. 23.75 
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GAPDH, vedi gliceraldeide-3-fosfato dei- 
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Gastrulazione, $ 1674, Fig. 33.53 
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— c P. falciparum, $ 435 
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—— stato T, $ 739, $ 746 
—— struttura ai raggi X, Fig. 17.3, $ 727 
— funzioni, $ 723 
— granuli, Fig. 10.19, $ 723 
— metabolismo, $ 723-763 
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—— e stress, $ 7 
—— influenza degli ormoni, $ 749 
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S 748-749 
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—— malattie e, $ 7 
—— termodinamica, $ 733 
— modificazioni covalenti, $ 740 
— sintasi, $ 734, S 736 
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— siti di legame, S 72 
— struttura, $ 723, Fig. 17.1, $ 727 
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— fosfatasi, $ 973 
— metabolismo, $ 1039-1049 
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Glicolipidi, $ 406, $ 918, S 1039-1042 
Glicolisi, S 615, $ 660-720, Fig. 20.1, $ 891, 
$S 894, $ 1114 
— anaerobica, $ 661, $ 692, $ 892 
— controllo nel muscolo, $ 705-714 
— deattivazione ad opera della luce, $ gia 
— differenze dalla gluconeogenesi, Fig. 21 
_ e fosforilazione ossidativa, $ SÌ 889 
— e rapida produzione di ATP, $ 700 
— enzimi, Tab. 16.1 
— fasi, $ 664 
— influenza sul trasporto dell'ossigeno, 
$ 684 
— inibizione da citrato, $ 891 
— introduzione storica, $ 662-663 
— localizzazione cellulare, $ 664 
— reazioni, $ 666-691 
— strategia chimica, $ 664 
— variazione di energia libera, Tab. 16.2 
via glicolitica, $ 661-665 
Glicoproteine, $ 384-396, $ 916-924, $ 1796 
— anticongelamento, $ 392 
— biosintesi, $ 914, $ 916-921 
— di superficie, Fig. 34.33 
— e pareti cellulari batteriche, $ 387 
— legami O-, $ 391, Fig. 21.3, $ 923 
— legami N-, $ 391, $ 917-922 
— microeterogeneità, $ 384, Fig. 10.31 
— modificazione, È 921 
— proteoglicani, $ 385-386 
— riconoscimento cellula-cellula, $ 924 
— struttura, $ 391-396 
— trasporto, Fig. 21.16, $ 921 
Glicosamminoglicani, $ 381-383 
Glicosidasi, $ 369, $ 1518 
Glicosidi, S 369 
— cardioattivi, $ 791 
Glicosil fosfatidilinositolo (GPI), $ 449 
Glicosil transferasi, $S 914, $ 1048 


Glicosilazione, inibizione, $ 922 

Gliossilato, $ 913, $ 974, Fig. 22.29 

— via del, $ 17, $ 899, $ 913 

Gliossisoma, $ 17, S$ 913, $ 974 

Globina, $ 312, $ 1089, $ 1335 

— famiglia, S 205, vedi anche emoglobi- 
na e mioglobina 

—— albero filogenetico, Fig. 6.17 

—— evoluzione. S 205 

— geni, $ 163 

—— gruppi a, Fig. 33.33 

—— gruppi 6, Fig. 33.33 

—— siti supersensibili (SH), $ 1660 

——— regioni di controllo dominanti 
(DCR), $ 1660 

—— struttura esoni-introni, Fig. 33.34 

Globosidi, S 1044, Fig. 23.74, Fig. 23.75, 
Tab. 23.2, $ 1048 

Globulo fuso, Fig. 8.5 

Glucagone, $ 749, $ 1009, $ 1016, $ 1027, 
S 1114, S 1138, $ 1691, S 1788, Tab. 34.5 

— sequenza amminoacidica, $ 749 

Glucani, $ 372 

1-8-glucoceramide, vedi glucocerebrosidi 

Glucocerebrosidi, $ 406, $ 1046, Fig. 23.72, 
Fig. 23.75, Tab. 23.2 

Glucochinasi, Tab. 16.1, $ 667, $ 751 

— funzioni nel fegato, $ 75 

Glucocorticoidi, $ 1030, $ 1121, $ 1161, 
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— recettori, $ 1662 

Gluconeogenesi, $ 752, $ 840, $ 899, 
$ 900-912, $ 1115 

— attivazione ormonale, Fig. 21.8 

— differenze dalla glicolisi, Fig. 21.7 

— regolatore dell’attività enzimatica, Tab. 
21.1 

— regolazione, $ 909-911 

— risposta al fruttosio-2,6 bisfosfato, $ 75 

— siti, $ 900 

— termodinamica, $ 908 

— trasporto dei metaboliti, $ 907 

— via della, $ 901-908 
5-gluconolattone, $ 726 

D- a v-lattone, Fig. 10.9 

Glucopiranosio, $ 366 

— conformazione, Fig. 10.7 

Glucosammina, $ 371 

a-glucosidasi, $ 379 

a- -p-glucosidasi, $ 374, $ 379, vedi anche 
8- fruttofuranosidasi 

a-1,4-glucosidasi, deficienza, $ 756 

Glucosio, S 364, Fig. 10.1, Tab. 18.1, 
$ 1131, $ 1312 

— alanina, ciclo, $ 1507 

— 1,6-bisfosfato (G1,6P), $ 731, Fig. 17.4 

— biosintesi, $ 840 

— forme anomeriche, Fig. 10.5 

— forme furanosiche, $ 366 
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— forme piranosiche, $ 366 

— 6-fosfatasi, S 750, S 908, $ 1115 

—— deficienza, $ 754 

—— nella gluconeogenesi, $ 908 

— i-fosfato (G1P), $ 380, $ 724, Fig. 17.4 
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— 6-fosfato, S 632, S 667, $ 669, $ 724, 
Fig. 17 4, $ 750, Fig. 21.7, Fig. 21.22, 
S 3116, S 1292 


—— deidrogenasi, Fig. 21.22, $ 92 

——— deficienza di , $ 935, $ 1347 

—— destino metabolico, $ 1131 

—— generazione per fosfotransferasi, 
S 797 

— influenza sul metabolismo del glicoge- 
no, $ 750 

— isomerizzazione non enzimatica, $ 669, 
Fig. 16.6 

— mantenimento del livello, nel sangue, 
$ 750 

— metabolismo, Fig. 16.1 

— ossidazione, $ 844 

— trasportatori 

—— disposizione asimmetrica, $ 782 
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—— eritrociti, $ 772-776, $ 781-785 

—— meccanismo del poro controllato, 
$ 782 

—— regolazione per esocitosi/endocitosi, 
S 783 

—— simporto Na*-glucosio, $ 798, Fig. 
10.28 

— trasporto 

—— mediato passivo, $ 781-784 

—— per fosfotransferasi, Fig. 18.23 
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18.24 

——— negli eritrociti, $ 772-776, $ 785 

——— passivo mediato, S 785 

——— ruolo dell’insulina, $ 783 

—— per simporto Na*-glucosio, $ 798, 
Fig. 18.25 
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Glutaconil-CoA, Fig. 24.16 

Glutammato, $ 101, $ 1072, Fig. 24.3, 
$ 1066, Fig. 24.35, Fig. 24.36, $ 1099 
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—— amminotransferasi, $ 1656 

—— trasportatore, $ 851 

— biosintesi, Fig. 24.40 

— decarbossilasi, Fig. 24.31 

— deidrogenasi, Fig. 24.13, $ 1107, $ 840, 
$ 1053, $ 1058, Fig. 24.7 

— formimmino transferasi, Fig. 24.13 

— 5-fosfato, $ 1099 

— malato-aspartato, shuttle, $ 851, Fig. 
20.7 

— scissione, $ 1072 

— 5-semialdeide, $ 1072, Fig. 24.13, Fig. 
24.43, $ 1099 

—— deidrogenasi, Fig. 24.13 

Glutammina, Tab. 4.1, $ 100, $ 1071, 
S 1150, Fig. 26.8, Fig. 26.9 
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— biosintesi, $ 1097 

— degradazione, $ 1072 
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— v-glutammile, S 1093, Fig. 24.35 

—— chinasi, Fig. 24.43, $ 1099 

—— ciclo, $ 1093, Fig. 24.35 

—— ciclotransferasi, $ 1093 

—— fosfato, Fig. 20.40, $ 1097 
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Immunità, S 1718-1756 

— cellulare, $ 1719, $ 1720-1721 

— dei lisogeni alla superinfezione, $ 1564, 
$ 1578 

— umorale, $ 1719, $ 1722 

Immunoassorbente legato a un enzima 
(ELISA), $ 117, Fig. 

Immunochimiche, tecniche, $ 117 

Immunodeficienza severa combinata 
(SCID), $ 1188 

Immunofluorescenza, $ 425, Fig. 33.60, 
Fig. 33.62, Fig. 34.52 

Immunoglobulina, $ 170, $ 391, $ 1725 
$ 1726 

— cambiamento di classe, $ 1741 

— catena di unione, $ 1725 

— catene leggere, $ 1725, $ 1727 

—— regione variabile, ki 1727 

—— regione costante, $ 1727 

— catene pesanti, $ 1725, $ 1727 

— funzioni, $ 1725 

— gruppi di carboidrati, Fig. 34.15, $ 1730 

— regione cerniera, Fig. 34.15, $ 1730 

— struttura ai raggi X, Fig. 34.20 

— struttura ripiegata, $ 1730 

— superfamiglia genica, $ 1748 

— unità di omologia, $ 1730 

Immunomicroscopia elettronica, Fig. 30.3, 
$ 1425 

Immunosoppressori, $ 1721 

IMP, vedi inosina monofosfato 

— cicioidrolasi, $ 1156 

— deidrogenasi, Fig. 26.5 

ARDUO nervoso, $ 1817, $ 1820 

ratori, $ 506 

Inattivazione chimica, sensibilità, $ 776 

Incanalamento, di un intermedio, $ 1105, 
$ 1169 

Ineroci genetici, $ 1205 

Indicatori, $_ 67 

Indolo, $ 1105, Fig. 24.48 

— 3-glicerolfosfato, Fig. 24.48, Fig. 29.26 

—— 3-sintasi, Fig. 24.48 

Indolpropanol fosfato, Fig. 24.49 

Indometacina, Fig. 26.30 

Induttore, S_1312 

Induzione 

— del ciclo litico, $ 1564, Fig. 32.40 

— enzimatica, $_ 1311-1314 

Infezione, molteplicità di, $ 1578 

Influenza, $ 1586, Fig. 32.42 

Informazione genetica, espressione e tra- 
smissione, S_ 26-27 

Ingegneria genetica, $ 213, $ 1295 

Ingen-Housz, J., $ 938 

Ingold, C., $ 103 

Ingram, V., $ 195 

Inibitore, i, $ 355. $ 506, $ 822 

— basato sul meccanismo, $ 992, $ 1183 

— della tripsina del pancreas bovino 
(BPTI) $ 289 

—— complesso con la tripsina, $ 579 

—— intermedi di ripiegamento, Fig. 8 

—— vie di ripiegamento, $ 288-291 

— effetti sui parametri di Michaelis- 
Menten, Fig. 13.13 

Inibizione, S 506-510 

— competitiva, $ 3507-50 


—— sensibilità, S 775 


— da contatto, $ 395, S 1506, $ 1687 

— da feedback, $ 47 

— incompetitiva, $ 509, $ 510 

— mista, $ 510 

— prodotti, $ 522 

Inosina (I), Fig. 30.13, $ 1412 

— monofosfato SMD 

—— biosintesi, $ 1145-1156, 

Inositolo 

— esafosfato (IHP), $ 321, $ 338 

— 1-fosfato (IP;), $ 1814 

—— ciclo, Fig. 34.91 

—— fosfatasi, $ 1814 

— mio-, $ 370, Tab. 11.2, Fig. 34.91 

— trifosfato 1,4,5-(IP3), $ 1813 

— trifosfato (ITP), $ 1329 

Insetticidi, $ 569 

Instabilità dinamica, $ 177 

Insulina, $ 141, $ 172, $ 286, 2 
S 1016, $ 1027, $ 1138, $ 12 
$ 1790, $ 1812 

— geni, S 1675 

—— introni, $ 1640, $ 1644 

— recettori, $ 141, $ 1138, $ 1812 

— rinaturazione, $ 286 

— ruolo nel trasporto del glucosio, $ 783 

— sequenza degli amminoacidi, Fig. 8.4 

— struttura primaria, $ 172, Fig. 6.2 

Integrasi, $ 15 

Integrazione dell'ospite, {IHF), fattore, 
$ 157 

Interazioni 

— allosteriche, $ 351 

—— eterotropiche, $ 3 

—— omotropiche, $ 351 

— cellulari, e oligosaccaridi, $ 395 

— dipolo-dipolo, $ 260-261 

— eterotropiche, $ 355, $ 360 

— idrofobiche e incolonnamento delle ba- 
si, $ 1249-125 

— ioniche, $ 259, $ 12 

— omotropiche, $ 354. 

Interfase. $ 1606 

Interteroni, S 1455, S 1456 

— a (levcocitario), S$ 1456 

- B (fibroblastico), Ci 1456 

— y (linfocitario), $ 1456 

— effetti antivirali, $ 1456 

— geni, mancanza di introni, $ 1639 

Interleuchina-1, $ 1721, Fig. 34.13 

— 2, $ 1721 

— recettore per, $ 1721, $ 1788 

Intermedio , 

— acilenzima, della serina proteasi, si 76 

— tetraedrico, della serina proteasi, $ 3 
Fig. 14.24, $ 

Intestino, Tab. 34.5, $ 1791 

Introni, $ 1305, $ 1366-1367, S 1375, 
$ 1639-1640, S 1643-1644 

— evoluzione delle proteine, $ 1639 

— funzioni, $ 1639-1644 

— struttura a cappio, $ 1367, Fig. 29.35 

Invaginazioni rivestite, $ 455, Fig. 14.49, 
Fig. 11.5, $ 1642 

Inversione di disegno, meccanismo, $ 127 

Invertasi, S 374, S 495; vedi anche a-D- 
glucosidasi e 8- IAN 

lodoacetato, S 177, Tab. 6.3. $ 615, $ 663, 

Fig. 16.10 


S 1157-1158 


50, $ 783, 
5, $ 1459, 


2 
$ 359 
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lodoperossidasi, $ 1792 

5-iodo-UpA, Fig. 28.39 

Ione, i 

— ammonio, curva di titolazione, Fig. 2.9 

— caotropici, $ 268 

— cianuro, S 857 

— cloro, effetti sull’emoglobina, $ 320, 
$ 339 

— dipolari, $ 95 

— etidio, $ 1260, Fig. 28.39 

— fluorofosfato, $ 685 

— guanidinio, $ 178, $ 268 

— idratato, $ 51 

— idronio, $ 54 

— idruro, trasferimento, $ 680 

— metallici, catalizzazione, $ 541, $ 542, 
S 543 

— ossonio, $ 554-564 

—— nelle reazioni con glicogeno fosfori- 
lasi, Fig. 17.2, $ 726 

—— nelle reazioni con glicogeno sintasi, 
Fig. 17.2, $ 726 

—— nelle reazioni con lisozima, $ 554-556 

—— stato di transizione, $ 554-564 

— solvatato, S 51 

lonizzazione, costanti 

— e cinetica, $ 513 

— microscopiche, $ 65 

— molecolari, $ 65 

Ionofori, $ 777-780 

— formatori di canali, $ 778 

— traslocatori di protoni, $ 883 

— trasportatori, $ 77 

IP}, vedi inositolo-1-fosfato 
fosfatasi, S 1814, Fig. 34.91 

— inibizione da Li*, $ 1814 

IP. , Fig. 34.91 

— fosfatasi, Fig. 34.91 

IP. vedi inositolo 1,4,5-trifosfato 

— fosfatasi, Fig. 34.91 

Iperammonemia, $ 1066 

Ipercolesteremia, $ 1028, S$ 1029 

— famigliare (FH), $ 458, $ 1028 

Ipercromico, effetto, $ 1239, Fig. 28.27 

Iperfenilalaninemia, $_1083 

Iperlisinemia, $ 1 

Iperlisinuria, $ 1077 
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— lisozima, $ 554-564 
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— transaldolasi, $ 931 

— transchetolasi, $ 931 
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Megacariociti, $ 1703 

Meiosi, $ 1204, Fig. 27.3 

Meister, A., $ 1093 

Melanina, $ 1082 

Melizitosio, $ 398 

Membrana, e, $ 418-448 

— biologiche, Tab. 11.3, Tab. 11.4 

— cellulare, $ 4 

— complesso di attacco alla, $ 1751, Tab. 
34.3, $ 1754 

— composizione, Tab. 11.3, Tab. 11.4 

— dell'eritrocita, $ 428-432 

— funzioni, $ 399 
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20.3 

— mitocondriale interna, Fig. 20.2, Fig. 20.3 
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— sn-1,2-dicilglicerolo, $ 1813 
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met, repressore, $ 1352 

Met-tRNAM®, $ 1436 

Metabolico, i, e 
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— interrelazioni, Fig. 25.2 
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— mappa, Fig. 15.1 
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— degradazione, Fig. 15.3 
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Metalloenzimi, S 540 

llotioneina, Ia, Ia, S_1657 


i, $ 312 

S 1686 

“meteni-THF, Tab. 24.1, Fig. 24.38 
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— reduttasi, Fig. 24.38 
a-metilacetoacetil-Co/\, Fig. 24.15 
N'metil-dA, $ 1226 

3-metiladenina, $ 1518 
9-metiladenina, Fig. 28.23, Fig. 28.25 
Nf-metiladenina, $ 1538 
i-metiladenosina (m'A), Fig. 30.13 
Metilalacrilil, Fig 24.15 ni 


Metilasi 

— Dam, $ 1538 

— di modificazione, $ 1277 
— Dme, $ 1538 


Metilazione, analisi dei carboidrati per, 
S 373 

— di mantenimento, $ 1541, Fig. 31.53, 
$ 1651 

3-metilcitidina (m°C), Fig. 30.13 

5-metilcitosina, $ 1538 

8-metilcrotonil-CoA, Fig. 24.15 

S-metil-dC, $ 1226 

NN°metilenebisacrilamide, $ 154 

Metileneciclopropilaceti-CoA (MCPA- 
CoA), $ 992. Fig. 23.10 
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N5,N10-metilene-THF, $ 1069, $ 1094, Fig. 
24.38 

— reduttasi, Fig. 24.38 

B-metilglutaconil-CoA, Fig. 24.15 

— carbossilasi, Fig. 24.15 

Metilglucosidi, Fig. 10.8 

2-metilguanina, $ 1374 

7-metilguanina, Fig. 28.52 

O5-metilguanina, $ 1515 

O5-metilguanina-DNA metil transferasi, 
$ 1515 

N°-metilguanosina (m°g), Fig. 30.13 

a-metil-8-idrossibutirril-CoA, Fig. 24.15 

Metilmalonato semialdeide deidrogenasi, 
Fig. 24.15 

Metilmalonil-CoA, $ 612, $ 999, Fig. 23.14, 
Fig. 26.26 

— come inibitore della carnitina palmi- 
toil transferasi, $ 1016 

— mutasi, $ 612, $ 1000, Fig. 23.18 

—— meccanismo, $ 1000 

— racemasi, $ 1000 

Metil-p-nitrobenzene sulfonato, $ 581 

N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina 
(MNNG), $ 1515 

Metilpropionil-CoA, $ 1003 

O°-metilribosio, $ 1373, 

Metilsilicone, $ 30 

N°-metil-THF, $ 1074, Fig. 24.14, Tab. 
24.1, Fig. 24.38, $ 1094 

1-metiltimina, Fig. 28.23 

4-metillumbelliferil-8-1-N- 
acetilglucosammina, $ 1049 

4-metilumbelliferone, $ 1049 

MetioniltRNA sintetasi, $ 1406 

Metionina, Tab. 4.1, $ 93, $ 1073, $ 1102, 
$ 1185 

— adenosil transferasi, Fig. 24.14 

— biosintesi, Fig. 24.39, $ 1111, Tab. 24.3, 
Fig. 24.45 

— degradazione, $ 1074 

— encetalina, $ 1805 

Metotrexato, S 445, $ 506, $ 1185, $ 1634, 
Fig. 34.19 

Metzler, D., S 1054 

Mevalonato, $ 1019 

— -5-fosfotransferasi, S 1019 

Mevanolattone, S_1027 

Mevinolina, $_ 1028 

Meverhof, O., $ 663 

MHC (complesso di istocompatibilità mag- 
giore), $ 1720, $ 1745-1749 

— geni e malattie, $ 1749 

— proteine, $ 172 

—— Classe I, $ 1720. Fig. 34.13, $ 1746, 
$ 1748 

—— Classe II, $ 1720, Fig. 34.13, S 1748 

—— polimorfismo, $ 1749 

Miastenia grave, S 1723 

Micelle, $ 52, S 410-411 

— concentrazione critica (cme), $ 410 

Michaelis, complesso, $ 496 

— costante (Ky;}, 496 

—— significato, $ 498 

— e serina proteasi, $ 573, Fig. 14.24 

Michaelis, L., $ 495 

Michaelis-Menten, equazione, S 495-498 

— dipendenza dal pH. $ 512 

— per inibizione competitiva. S 507 
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— per inibizione incompetitiva, $ 509, 
$ 510 

— per inibizione mista, $ 510, $ 52 

— per le reazioni reversibili, $ 5 

Michel, H., $ 948 

Michell, R., $ 1813 

Micoplasmi, $ 9, $ 408 

Microautofagia, $ 1469 

Microcorpi, $ 17 

Microeterogeneità, nelle glicoproteine, 
S 384, Fig. 10.31 

Microfilamenti, $ 18, $ 1775 

— actina nei, $ 18, $ 1775 

Bx-microglobulina, $ 1746 

Microscopia a contatto, elaborazione com- 
puterizzata di immagini con, $ 1782 

Microsomi, $ 1420 

Microtubuli, $ 18, S$ 1777, S 1780 

— formazione, $ 177 

—t— inibitori, $ 177 

—— instabilità dinamica, $ 1778 

—— richiesta di GTP, S 1778 

— schieramento 9+2, $ 1780 

— struttura ai raggi X, Fig. 34.64 

— tubulina nei, $ 18, $ 1777 

Microvilli, $ 42, $ 1775 

Mielina, $ 406, $ 1820 

Mieloblastosi aviaria, virus della, $ 1512 

Mieloma, $ 117 


— multiplo, $ 1727, Fig. 34.19 
— proteine, $ 1727, Fig. 34.21 
Miescher, F., $ 1218 


Migrazione della ramificazione, nel cros- 
sover, $ 1529 

Miles, E., $ 1105 

Miller, S., $ 32 

Milstein, C., $ 442, $ 1728 

Milza, funzione, $ 432 

Mineralocorticoidi, $ 1030, $ 1797 

Minicromosomi, Fig. 33.43 

Minot, G., $ 1002 

Mio-inositolo, $ 370 

Mioadenilato deamminasi, deficienza di, 
$ 1189 

Miocardio, infarto, $ 457, S 896 

Miochinasi, vedi adenilato chinasi 

Mioemeritrina, Fig. 5.5, S 

Miofibrille, Fig. 34.43 

— assemblaggio, $ 1761 

— banda A, Fig. 34.43, $ 1758 

— banda I, Fig. 34.13, $ 1758 

— dischi M, $ 1758 

— dischi Z, $ 1758 

— ponti trasversali, Fig. 344, S 1758 

— sarcomero delle, $ 1758 

—— filamenti, $_ 1758-1760 

— zona H. $ 175 

Mioglobina, $ 2 
S 1084 

— curva di dissociazione di O, Fig. 9.3 

— diffrazione ai raggi X, Fig. 7.37 

— forma met, $ 312 

— funzione fisiologica, $ 311 

— grafico di Hill, Fig. 9.4 

— legame O.. Fig. 9.12 

— mappa della densità elettronica, Fig. 
7.38 

— movimenti di respirazione, Fig. 8.9, 
$ 298 
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— sequenze amminoacidiche, Tab. 9.1, 
$ 326 

— simulazione dinamica, Fig. 8.10 

— stereodiagramma, Fig. 7.40 

— struttura, S$ 326-329 

— struttura ai raggi X, Fig. 9.11, $ 326 

Miosina, $ 18, $ 1759, $ 1772, $ 1774-1776 

— ATPasi, funzione, $ 1766 

— catene leggere LC1, $ 1759 

— catene leggere LC2, $ 1759 

— catene pesanti, $ 1759 

— chinasi della catena leggera, $ 1772 

— fosfatasi della catena leggera, $ 1772 

— microfotografia elettronica, Fig. 34.45 

— nelle cellule non muscolari, $ 1774-1776 

— teste, $ 1767 

Miscele racemiche di proteine, $ 113 

Mitchell, P., $ 874, $ 963 

Mitocondri, $ 15, $ 845-851 

— anatomia, $ 846, Fig. 20.2 

— codice genetico, Tab. 30.3 

— creste, $ 15, S 846, Fig. 20.2 

— funzione metabolica, $ 845 

— macchinario genetico, $ 846 

— matrice, $ 15, $ 846, Fig. 20.2 

— membrana, $ 847, $ 848, $ 851 

—— interna, $ 846 

— respirazione, Fig. 20.11 

— sistema di trasporto, $ 848-851 

— spazio intermembrana, $ 15 

— stato di riposo, Fig. 20.11 

— trasporto dell’acetil-CoA dei, nel cito- 
sol, $ 1011 

Mitogeni, $ 1506, $ 1691 

Mitosi, $ 1203, Fig. 27.2, $ 1776 

— anello contrattile, S_ 1776 

— solco di divisione, $ 1776 

MMS, gene, $ 1683, Fig. 33.64 

MNNG. vedi N-metil-N-nitro-N-nìtroso- 
guanidina n 

MO-10, gene, Fig. 33.64 

Mobilità, $ 771 

— elettroforetica,-$S 151 

— ionica, Tab. 2.2 

Modello MWC, allosterismo, $ 353 

Modello sequenziale, $S 356-357 

Modificazione, i 

— covalente, $ 704, S 910, $ 1463-1464 

— ‘demodificazione, reazioni, S_740 

— ospite-specifico, $ 1277 

— postraduzionali, $ 442, $ 1458, $ 1464, 
$ 1672 

—— covalenti, $ 1463-1464 

—— taglio proteolitico, $ 1463-1464 

— postrascrizionali, $ 1361 

Modulatore, $ 351 

Molecolarità. $ 483 

Molecole 

— anfipatiche, doppio strato, Fig. 
$ 409-417 

—— diffusione laterale, $ 415 

—— diffusione trasversale, $ 415 

—— fluidità, $ +15, S 416 

—— impermeabilità, $ 414 

—— temperatura di transizione, $ 416 

—— transizione ordine-disordine, $ +16, 
Fig. 11.17 

— attive alla superficie, $_ 67 


— forma delle, determinazione, $ 164 

— ibride, $ 277 i 

— rotazione specifica, $ 100 

Monensina, $ 779, Fig. 18.9 

Monera, vedi procarioti 

2-monoacilglicerolo, Fig. 23.32, Fig. 23.35 

— aciltransferasi, Fig. 23.32 

Monod, J., $ 1314 

Monogalattosil diacilgliceroli, $ 940 

Monosaccaridi, S 364-371 

— classificazione, $ 365 

— configurazioni e conformazioni, 
S 366-368 

— derivati degli zuccheri, $ 369-371 

Moore, P., $ 1425 

Moore, S., $ 180 

Morbo celiaco, $ 1749 

Morfina, S 1805 

Morfogeni, $ 1675 

Morgan, T.H., $S 1208 

Mosaico fluido, modello, $ 424-427 

Mostarda azotata, $ 1384 

Moti intermolecolari, arresto, $ 546 

Motilità, S 1757-1786 

Motivo 9 + 2, S 232, Fig. 7.25, $ 1780, Fig. 
34.66 

Movimento ciliare, $ 1777-1781 

— e ATP, $ 1781 

mRNA (RNA messaggeri), $ 1223, $ 1309, 
S 1315-1316, $ 1362, $ 1363, $ 1391 

— code di poli(A), $ 1364 

— degradazione, $ 1338, $ 1670 

—— selettiva, $ 1670 

— direzione di lettura, $ 1430 

— e cap, $ 1363 

— isolamento per cromatografia per af- 
finità, $ 1257 

— legami ribosomiali, $ 1434-1436 

— mascheramento, $ 1457, $ 1671 

— metilazione, $ 1370 

— modificazioni postrascrizionali, $ 1361 

— poliadenilazione, $ 1364, $ 1667 

— policistronico, $ 1315, $ 1357 

— processi di modificazione, $ 1362-1371 

a-MSH, vedi ormone stimolante a- 
melanocita 

y-MSH, vedi ormone stimolante y- 
melanocita 

Mspl endonucleasi di restrizione, $ 1540 

Mucina, S 393, $ 923 

— sintesi, S 923, Fig. 21.21 

Muco, $ 393 

Mucopolisaccaridi, vedi glicosamminogli. 
cani 

Mucoproteine, vedi proteoglicani 

Mucosa gastrica, $ 795 

Miiller-Hill, B., $ 1342 

Mureina, vedi peptidoglicani 

Murphy, W., S 1002 

Muscarina, S 1821 

Muscolari, fibre 

— lente, $ 700 


— veloci, $ 700 
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— cardiaco, $ 1771 

-—— metabolismo, $ 1127 

— come riserva di energia, $ 1124, Tab. 
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PIP, 

— chinasi, Fig. 34.91 

— fosfomono esterasi, Fig. 34.91 

PIP», vedi fosfatidilinositolo-4,5 bifosfato 

Piperidina, Fig. 28.52, $ 1284 

A!-piperidina-2,6-carbossilato, Fig. 24.45 

— deidrogenasi, Fig. 24.45 

Pirano, $ 368 
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Piridina, $ 535 

a-piridone, $ 535 
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Piridossammina-5’-fosfato (PMP), S 1054 

Piridossina, Tab. 12.2, $ 1054 
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— biosintesi, $ 1162-1172 

— catabolismo, $ 1193 
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$ 1019, $ 1020 
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— reduttasi, $ 1099 
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A!-pirrolina-5-carbossilato, $ 1099 

Pirrolo, Fig. 9.1, $ 312 

— -2-carbossilato, $ 549 

Piruvato, Fig. 15.19, S 660, S 692-700, 
$ 902, S 1069, S 1001, Fig. 23.29, Fig. 
24.40, S 1103, $ 1114, $ 1127 

— carbossilasi, $ 841, $ 902, $ 904, $ 999, 
$ 1121 

—— gruppo prostetico della biotina, $ 903 

—— meccanismi, $ 904 

—— regolazione dell’acetil-CoA, $ 905 

— chinasi, S 633, Tab. 16.1, $ 689-961 

—— effetti sul trasporto dell’ossigeno, Fig. 
16.17, $ 684 

—— effettori, Tab. 16.3 

—— geni, introni, $ 1641 

—— meccanismi, $ 690, Fig. 16.19 

— come precursore degli amminoacidi, 
Fig. 24.40 

— conversione ad ossaloacetato, Fig. 21.2 

— conversione in acetil-CoA, $ 811-814 

— conversione in etanolo, vedi fermen- 
tazione alcolica 

— conversione in lattato, vedi fermenta- 
zione omolattica 

— decarbossilasi, Tab. 16.1, $ 696 

—— cofattore TPP, $ 696 

—— meccanismi, S 696 

— degradazione degli amminoacidi, 
$ 1067-1070 

— deidrogenasi, $ 279, $ 811-814, $ 890, 
$ 1077, S 1131, $ 1812 

—— chinasi, $ 817 

—— complesso, $ 279, Fig. 7.65, Fig. 7.66, 
S 811-814, $ 844 

——— coenzimi, $ 812 


——— controllo, $ 815-817 

——— fosforilazione/defosforilazione, 
$ 817, S 837 

——— inibizione da prodotto, $ 816 

——— micrografia elettronica, $ 279, Fig. 
7.64 

——— reazioni, Fig. 19.3 

—— fosfatasi, $S 817, $ 837 

— fosfato dichinasi, $ 977 

PITC, vedi fenilisotiocianato 

Pituitaria, ghiandola, $ 1800, vedi anche 
adenoipofisi e neuroipofìsi 

PKU, vedi fenilchetonuria 

Placca, e 

— amiloidi, $ 1600 

— nei batteri, $ 1216 

— terminale, membrana postsinaptica, 
S 1823 

Placenta, Tab. 34.5 

Planck 

— costante (h), S 491, $ 943 

— legge, $ 491, $ 943 

Plasma germinale, teoria, $ 1201 

Plasma sanguigno, $ 311 

Plasmacellule, $ 1722 

Plasmalogeni, S$ 405, $ 622, $ 1042 

— biosintesi, $ 1042 

Plasmide, S$ 1258, $ 1297, Fig. 36.26 

— cointegrato, $ 1534 

— pBR322, S 1297, Fig. 28.60, $ 1301 

Plasmina, Tab. 14.4, $ 1213, $ 1717 

Plasminogeno, $ 1717 

Plasmodesma, Fig. 1.9 

Plasmodium falciparum, Fig. 6.13, $ 196 

Plastochinolo (QHa), $ 957 

Plastochinone (Q), $ 957, $960 

Plastocianina (PC), $ 957 

— struttura ai raggi X, Fig. 22.20 

PLP (piridossal fosfato), Tab. 12.2, $ 539, 
$ 728, $ 1054 

— base di Schiff alla lisina, $ 728 

— base di Schiff con amminoacidi, $ 1056, 
Fig. 24.2 

— nella glicogeno fosforilasi, $ 728-729 

— nelle reazioni di transamminazione, 
$ 1054 

— sistema orbitale 7, Fig. 24.12 

PMP, vedi piridossammina-5’-fosfato 

Pol, gene, $ 1690 

Pol 1, vedi DNA polimerasi I 

Pol II, vedi DNA polimerasi Il 

Pol NI, vedi DNA polimerasi INI 

Polarimetro, $ 106, Fig. 4.10 

Poli(A)-polimerasi, $ 1364 

— code di, $ 1365 

Poliacrilamide, $ 131, $ 138 

— cromatografia per gel filtrazione, $ 138 

Polianfoliti, $ 159, Fig. 5.28 

Polibrene, $ 186 

Policitemia, $ 346 

Polidestrano, $ 131 

Polielettroliti, $ 128 

Poliglicina, $ 207, $ 227 

— struttura ad elica, $ 227 

Polilisina, $ 207 

Polimerasi, reazioni a catena (PCR), $ 1304 

Polimeri lineari, $ 91 

Polimorfismo, S 1638 

Polinucleotide, $ 1224 


— chinasi, $ 1283 

— fosforilasi, $ 1389 

Polioma, virus, S 1268 

Poliomielite, $ 1560 

Poliossietilene-p-isoottifenil etere, Fig. 
11.20 

Poliossietilenlauril etere, Fig. 11.20 

Poliovirus, S 1462, $ 1560, Fig. 32.20 

Polipeptide, i, $ 91, $ 208-211, S 1428-1432 

— anticongelamento, $ 392 

— catena, $ 229 

—— cappio, $ 229 

—— spirale, $ 229 

— composizione in amminoacidi, $ 179 

— conformazione dello scheletro, $ 219 

—— eclissata, $ 220 

—— sfalsata, $ 220 

— determinazione della sequenza, $ 186 

— separazione, $ 178 

— sintesi, S 208-211, $ 1428-1432 

—— direzione, $ 1430 

— strutture 8, $ 228-229 

—— non ribosomiale, $ 1472 

—— ribosomiale, $ 1428-1432 

— topologia, $ 229, Fig. 7.20 

Polipeptidico, i 

— fattori di crescita, $ 1691 

— ormoni, $S 1672 

Poli (Phe), $ 1389 

Poliprolina, struttura a elica, $ 227, Fig. 
7.15 

Poliproteine, $ 1462, $ 1569, S 1672, Fig. 
33.52 

Poliribosomi, vedi polisomi 

Polisaccaridi, S 23, $ 363-396 

— analisi dei carboidrati, $ 373 

— di deposito, 378-380 

— disaccaridi, $ 374-375 

— glicosamminoglicani, $ 381-383 

— immagazzinamento, $ 378-380 

— strutturali, S 376-377 

Poliserina, $ 207 

Polisomi (poliribosomi), $ 1431, Fig. 30.35 

Polistirene, $ 131 

Poli (U), $ 1389 

Poliubiquitina, $ 1462 

Poljak, R., S 1730 

Polo, cellule del, $ 1678 

Polvcomb(Pc), gene, $ 1682 

POMC, vedi pro-opiomelanocortina 

Pompa 

— (Nat-K*), vedi (Na+*-K+)-ATPasi 

— protonica. termodinamica, $ 876 

Pompe, malattia di, $ 756 

Ponte salino, $ 259 

— nella deossiemoglobina, $ 333, Fig. 9.18 

Ponti disolfuro, $ 188, $ 266 

— posizione, $ 188 

— rottura, $ 177 

Ponti trasversali, agenti che formano, 
S 278 

Porfiria, $ 1090 

— acuta intermittente, $ 1090 

— congenita eritropoietica, $ 1090 

Porfirina, $ 312, S 1085, $ 1087, vedi an- 
che eme 

— anello, $ 1087 

— biosintesi, $ 840 

— dei citocromi, $ 866, Fig. 20.17 
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Prerina, $ 1080, Fig. 24.20 

PTH, vedi feniltioidantoina 

Pulse labeling, Fig. 31.4 

Pulse-chase, esperimento di, $ 1480 

Punti caldi, mutazionali, $ 1543 

Punto isoelettrico, $ 96, $ 124 

— delle proteine, $ 124, Tab. 5.1 

Punto isoionico, $ 118 

Purificazione 

— degli acidi nucleici, $ 1253-1263 

— delle proteine, $ 110-167 

Purina, e, $ 1143; vedi anche nucleosidi 
e nucleotidi 

— anello imidazolico, $ 1151 

— atomo, $ 1148-1150 

— biosintesi, $ 1095 

— catabolismo, $ 1187-1190 

— degradazione, $ 1186-1193 

— salvataggio, $ 1160-1161 

Puromicina, $ 1435, Fig. 30.42, $ 1441, 
Tab. 30.9, $ 1449 

PyroGlu, $ 1803 


Q 


Quanti di Iuce (fotoni), $ 943 


Quasi-equivalenza, $ 275, $ 1553, $ 1555 
Qut, sito, S 1567, Fig. 32.25 


R 


R5P, vedi ribosio-3-fosfato 
Rabinovitch, D., Fig. 28.8 
Racemizzazione, $ 611 
Rachiterata, gene, $_ 1683 
Rachitismo, S. 1793 
Racker, E., $'883, S 885, $ 926 
Me 
S 


Radiazione $ 620 
Radiazioni, $° 620 

Radioattività 

— curie (Ci), $_ 659 

— rilevazione, S_620 
Ratfinosio, $_ 398 

Rattreddore, $ 1560 
Ramachandran, G.N., Fig. 7.7 
— grafico, $ 221-222 

— per i residui Glv, Fig. 7.9 
Rammnosio, S_ 371 

wramnosio, S 371 

Raneyv, nichel di, $ 1411 
Ratner, S.. $ 1060 

RD, gene, $ 1698 

rDNA, $ 1626 

— amplificazione negli anfibi, $ 1632 
Reagente gruppo-specifico, $ 192 
Reazione, i 

— a doppio spostamento, $ 516 
molte tappe, $ 492 

Ping Pong, $ 516 

— a singolo spostamento, $ 516 
— accoppiate, $ 89 

— barriera di attivazione, $ 491 
— Bi Bi, $ 516. $ 517 

— bimolecolari, $ 483 

— bisubstrato, $ 514-524 

— Claisen, estere di, condensazione, $ 613 


— condensazione aldolica, $ 613 
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— coordinata, $ 489 

— di formazione legami, CQC, $ 613, $ 929 

— di ordine zero, $ 495 

— di ossido-riduzione (redox), $ 370, 

$ 609, $ 645-650 

— di primo ordine, $ 482 

— di rottura legami CQC, $ 613, $ 929 

— di secondo ordine, $ 483 

— di trasferimento, $ 514 

— diagramma della coordinata, $ 489 

— diagramma dello stato di transizione, 

$ 489 

— disidratazione, $ 610 

— eliminazione, $ 610 

— enzimatiche accoppiate, $ 116 

— epimerizzazione, $ 610 

— ibride di trasferimento 

-—— alcol deidrogenasi, $ 698, Fig. 16.26 

—— lattato deidrogenasi, $ 694, Fig. 16.22 

—— stereochimica, $ 680 

— intermedi, $ 482 

— isomerizzazione, $ 611 

— molecolarità, $ 483 

— racemizzazione, $ 611 

— redox, vedi reazioni di ossido-riduzione 

— reversibili, $ 502-505 

— sequenziali, $ 516 

— trasferimento di gruppi, $ 608 

— trasferimento di gruppi fosforici, $ 626 

— trimolecolari, $ 483 

— unimolecolare, $ 483 

— velocità, $ 484-486, S 492, $ 495, $ 497 

—— tappa che determina, $ 

RecA, proteina, $ 1520, $ 152 
$ 


3140, Fig. 31.41, Fig. 31.42 

— e proteine SOS, $ 1522 

— nella migrazione ramificata, Fig. 3142 

— nella ricombinazione, $ 1530, $ 1534 

— taglio del repressore A, $ 1584 

RecA, gene, $ 1522 

RecBCD, proteina, Fig. 31.32, $ 1531 

Recessivo, tratto, $ 1205 

Recettore, i 

— B-adrenergici, $ 753 

— colinergici, $ 1821 

— decontaminanti, $ 459 

— degli ormoni tiroidei, $ 1792 

— della rianodina, $ 714 

— desensibilizzazione, $ 1810 

— endocitosi mediata da, $ H9, $ 454457, 
Fig. 23.47 

— per le rimanenze, $ 455 

— muscarinici,/$ 1821 

— nicotinici, $ 1821 

Recombinasi, identificazione dei geni, 
S 1743 

— VIDI. $ 1743 

Redox, cicli, meccanismo, $ 879 

Reduttasi chinasi chinasi (RKK), $_ 1027 

Refsum, malattia di, $ 1004 

Regione costante, nelle catene leggere 
(vp), $ 1727 

Regione 6, (sivitch), $S 1741 

Regione variabile (Vi), $ 1727 

Regioni determinanti la complementarie- 
tà, (CDRS). $ 1727 

Regolazione 

— a breve termine, $ 1015 
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— a lungo termine, $ 1015 

Reichard, P., $ 1175 

Reisk, proteine ferro-zolfo, $ 866 

Replicazione del DNA, $ 1475-1512 

— 6, Fig. 31.4, $ 1568 

— bidirezionale, Fig. 31.4, $ 1500 

— controllo rilassato, $ 1297, $ 1360 

— controllo stringente, $ 1297 

— enzimi, $ 1483-1493 

— forcelle, $ 1477-1478, Fig. 31.5 

—— nucleosomi, Fig. 33.10 

— occhiello, Fig. 31.2 

— origine, $ 1297, $ 1478 

— semidiscontinua, $ 1480-1481 

— unidirezionale, Fig. 31.4 

Repliconi, $ 1058 

Replisoma, $ 1499, $ 1501 

Repressore, i 

— 434, e DNA, $S 1350, Fig. 29.21 

— cl, $ 1577 

— del batteriofago 434, $ 1581 

— DNA, complesso, $ 1351 

— À, $ 1577, $ 1581-1584 

—— legame a Og, $ 1582-1583 

—— taglio con la proteina RecA, $ 1584 

— struttura ai raggi X, $ 1351, Fig. 29.21, 
$ 1581, Fig. 32.33. 

RER, vedi reticolo endoplasmatico ruvido 

Resa quantica, $ 950 

Residui 

— amminoacidici, $ 96 

— invarianti, $S 198 

— ipervariabili, $_ 197 

— sostituiti conservativamente, $ 197 

Resine, $ 131 

Resolvasi, $ 1534 

Respirazione, $ 15, $ 36 

— cellulare, $ 15 

Restrizione, 

— condizioni, $ 121 

— endonucleasi, $ 1 

—— tipo I, $ 1277 

—— tipo II, $ 1277, 

—— tipo II, S_1277 

— frammenti di, 

—— estremità coesive, S 127 

—— estremità tronche non coesive, $ 1278 

— mappa, $ 1280 

— polimorfismo della lunghezza dei 
frammenti (RFLP), $ 1281, Fig. 28.51 

— sistema di modificazione, $ 1277 

Reticolo endoplasmatico, $ 14, $ 440, 
$ 443, $ 1420 

— proteine, $ 443 

— ruvido, S 14, $ 442-447, S 1461, $ 1464 

—— lume, $ 442 

— liscio, S_14 

Reticolo sarcoplasmatico (SR), $ 1770, Fig. 
34.57 

Reticulociti, $_ 1411, S 1455, $ 1470 

Retinale, $ 423, Fig. 11.25 

Retinoblasto, $ 1698 

Retinoblastoma, $ 1698 

Retrotrasposoni, S_ 1337 

Retrovirus, $ 1512, S$ 1537, S 1690 

RF-1, Tab. 30.8, $ 1445 

RF-2, Tab. 30.8, $ 1445 

RF-3, Tab. 30.8, S 1445 

RFLP, veri polimorfismo 
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Rh, gruppi sanguigni, gruppo, $ 433 

Rh1, gene, $ 1536, Fig. 31.52 

Rhesus (Rh), sistema, dei gruppi sangui- 
gni, $ 433 

Rianodina, recettore, $ 714 

Riarrangiamenti, reazioni, $ 12 

Riassociazione, condizioni di, $ 1240 

Ribitolo, $ 370 

Riboflavina, Tab. 12.2, S 591, Fig. 26.28 

Ribonucleasi 

— A, vedi RNasi A 

— B (RNasi B), $ 394 

— pancreatica, vedi RNasi A 

— T1, $ 1275 

Ribonucleoproteine, $ 1223 

— nucleari piccole, vedi snRNP 

Ribonucleotidi, $ 1143, S 1157 

— cofattori, $ 1174 

— meccanismo, Fig. 26.12 

— pirimidinici, $ 1162 

— purinici 

—— biosintesi, $ 1144-1161 

——— regolazione, $ 1159 

— reduttasi, $ 1174-1179 

— regolazione, $ 1179 

Ribosio, $ 27, Fig. 10.1 

— 1-fosfato, $ 1187 

— 5-fosfato, $ 99, Fig. 22.23, $ 969, $ 1120, 
$ 1146, $ 1187, $ 1192 

—— biosintesi, Fig. 21.22, S 926 

—— nella biosintesi dei nucleotidi, Fig. 
26.3 

— fosfato isomerasi, Fig. 22.23, $ 969 

— fosfato pirofosfochinasi, $ 1146, $ 1159 

Ribosomi, $ 3, S 442, Fig. 29.16, $ 1382, 
$ 1420-1453 


— assemblaggio, $ 1424, $ 1627 


— ‘componenti, Tab. 30.6, Tab. 30.7 

— componenti funzionali, $ 1426 

— eucariotici, $ 1427 

— funzione catalitica dell'RNA, $ 1375 

— peptidil transferasi, Fig. 30.36 

— sito A, $ 1432, $1435 

— sito, E. $ 1432, S 1435 

— sito P, $ 1432, $ 1435 

— struttura, S 1421-1427 

— transpeptidazione, $ 1439 

— traslocazione, Fig. 30.41, $ 1440, $ 1472 

— tunnel, Fig. 30.24, $ 1421 

Ribosomiale, i 

— allungamento della catena, $ 1432, 
$ 1437-1444 

—— eucariotico, S$ 1444 

— inizio della catena, $ 1433-1436 

—— eucariotico, $ 1444 

— proteine, $ 1423 

—— localizzazione, Fig. 30.30, Fig. 30.31 

—— struttura ai raggi X, Fig. 30.2 

— RNA, vedi rRNA 

— subunità grandi, Tab. 30.6, Fig. 30.22, 
Tab. 30.7, $ 1495 

—— struttura, S 1422, Fig. 30.23, $ 142 

— subunità piccole, $ 1424, Tab. 30.6, 
$ 1425, Tab. 30.7 ; 

—— autoassemblaggio, $ 1424 

—— struttura, Fig. 30.22, Fig. 30.23, Fig. 
30.31, Fig. 30.32 

— terminazione della catena, $ 1445-1-446 

—— eucariotico, $ 1444 


Ribotimidina (T), Fig. 30.13 

Ribozimi, $ 1106, $ 1375, $ 1377 

-ribulochinasi, Fig. 29.24 

Ribulosio, $ 364 

— 1,5-bisfosfato (RuBP), $ 969, Fig. 22.26, 
S 973, Fig. 22.29 

— bisfosfato carbossilasi, $ 969 

— bisfosfato carbossilasi ossigenasi (RuBP 
carbossilasi, Rubisco), $ 970, S 973, 
$ 976 

—— fissazione del CO., $ 970 

—— isomerizzazione e epimerizzazione, 
$ 928 

—— meccanismo della reazione di carbos- 
silasi, Fig. 22.26 

—— meccanismo della reazione di ossi- 
genasi, Fig. 22.28, $ 973 

—— regolazione dalla luce, $ 972 

—— struttura ai raggi X, Fig. 22.25 

— 5-fosfato (RuSP), $ 926, $ 928, $ 967, 
Fig. 22.23, Fig. 29.24 

— 5-fosfato epimerasi, $ 928, Fig. 29.24 

— fosfato isomerasi, $ 928 

—— meccanismo, Fig. 21.15 

— meccanismo, Fig. 21.25 

Rich, A., $ 1234, $ 1247, $ 1401 

Richmond, T., $ 1611 

Ricina, Tab. 30.9 

Ricombinazione, $ 1209, $ 1520, 
$ 1527-1531 

— gene di attivazione (RAG-1), $ 1743 

— generale, $ 1527-1531 

— genetica, $ 1527 

— illegittima, $ 1533 

— riparazione per, $ 1520 

«-- segnali 

—— nei geni delle catene leggere k, 
$ 1734 

—— nei geni delle catene pesanti, $ 1737 

—— nel batteriofago \, $ 1575 

— sito-specifica, $ 1575 

— somatica, ipotesi, $ 1733 

— unità di, $ 1217 

— virale, $ 1216 

Riconoscimento 

— elica di, $ 1351, Fig. 29.23, Fig. 29.28, 
$ 1581, Fig. 32.33 

— unità, $ 1751, Tab. 34.3, S$ 1752 

Riducente, agente, $ 646 

Riduzione, reazioni, S 609, $ 646-647 

Rieske, J., $ 866 

— proteine ferro-zolfo, $ 866 

Rifamicina B, $ 1323 

Rifampicina, $ 132% 

Rifrattometro di Abb, S 167 

Rigor mortis, $S 1829 

Rilevazione delle bande nel gel, $ 157 

Rilling, H., $ 1020 

Rinaturazione 

— del DNA, $ 1240 

— delle proteine, $ 285-287 

Rinite infettiva, $ 1560 

Rinovirus, $ 1560 

Ripiegamenti 68, Fig. 7.22 

Ripiegamenti inversi, $ 230, $ 294 

Risoluzione delle proteine 

— ai raggi X, $ 246, Fig. 7.39 

Risposta immunitaria, $ 1719-1723 

— geni (Ir), S 1748 


Indice analitico 1453 


— primaria e secondaria, Fig. 34.14, 
$ 1722, Fig. 34.13 

Rittenberg, D., S 622, $ 1006, $ 1085 

Rivestimento virale, $ 1544 

RK, vedi HMG-CoA reduttasi chinasi 

RKK, vedi reduttasi chinasi chinasi 

RNA (acido ribonucleico), S$ 4, $ 1223 

— 55, S 1337, $ 1372, Tab. 30.6, $ 1423, 
Tab. 30.7 

— 5.8S, Tab. 30.7, $ 1626 

— 11, $ 1235 vedi anche A-RNA 

— 16S, Tab. 30.6, $ 1422, Fig. 30.25, Fig. 
30.33, S 1434, S 1450 

— 185, Tab. 30.7, $ 1626 

— 235, $ 1372, $ 1373, Tab. 30.6, $ 1422 
S 1439, $ 1451, S 1626 

— 285, Tab. 30.7, $ 1626 

— 455, $ 1374, $ 1626 

— allungamento della catena, $ 1324-1327 

— come biomolecola originale, $ 1106 

— complesso aperto con il DNA, $ 1319 

— controllo della trascrizione negli eu- 
carioti, $ 1362-1366 

— controllo della trascrizione nei proca- 
rioti, $S 1339-1360 

— degli eucarioti, $ 1332 

— -DNA ibridi, $ 1235 

— DNA polimerasi diretta dall’RNA, ve- 
di trascrittasi inversa 

— doppia elica (AsRNA), $ 1235, $ 1456 

— fattori o, $ 1318, S 1321, $ 1341 

— funzione catalitica, $ 34, $ 1375 

— guida (gRNA), $ 1371 

— idrolisi catalizzata dalle basi, $ 1227 

— inibizione da agenti intercalanti, $ 1327 

— legame al filamento stampo, 
$ 1319-1321 

— messaggero, vedi mRNA 

— modificazioni dopo la trascrizione, 
$ 1361-1378 

— motivi di riconoscimento dell’, vedi RRM 

— nucleare eterogeneo, vedi hnRNA 

— nucleare piccolo, vedi snRNA 

— nucleo dell'enzima, $ 1318 

— oloenzima, $ 1318, $ 1657 

— polimerasi, $ 1317-1338, Tab. 30.10, 
S 1482, $ 1495, $ 1500, Fig. 32.35, Fig. 
32.40 

—— diretta-RNA, $ 1597 

— primer, $ 1482, $ 1483, Fig. 31.16, Fig. 
31.20 

—— rimozione, $ 1489 

— promotore, $ 1333, $ 1337 

—— I, $ 1332, $ 1333, $ 162 

—— II, S 1332, $ 1334, $ 1337, S 1652, 
$ 1657 

——— legame con o-amanitina, $_1337 

—— II, $ 1332, $ 1628 

— reazione di inizio della catena, 
S 1322-1323 

— «redazione», $ 1371 

— ribosomiale, vedi rRNA 

—— processi di modificazione, 
$ 1372-1376 

— ruolo nella sintesi proteica, $ 1310-1316 

— sequenza, $ 1290 

— solubile, vedi tRNA 

— stimolazione da parte del repressore 
\, Fig. 32.38 
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— tecnica di trasferimento, $ 1291, $ 1512 
Sovrapproduttori, $ 1305 
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Specificità 


— dei substrati enzimatici, $ 466-469, 


$ 572 

— fattore di, $ 1365 

Spettri di assorbimento 

— dei citocromi, Fig. 19.5 

— dei pigmenti fotosintetici, $ 943, Fig. 
22,5 

— dell’emoglobina, Fig. 9.2 

Spettrina, $ 431, Fig. 11.33 

Spettrometria di massa (MS), $ 190 

Spettroscopia NMR bidimensionale (2D), 
S 247 

Spiegelman, S., $ 1316 

Spinte neutrali, $ 197 

Spirilli, $ 4 

Spliceosoma, $ 1368, Fig. 29.36 

Splicing (genico), $ 1300-1301, $ 1366-1367, 
$ 1368 

— siti alternativi, $ 1668 

— sito criptico di, $ 1648 

— sito di, Fig. 29.34 
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3.2 

SpoT, gene, $ 1360 

Squalene, S 1018, Fig. 23.44, $ 1020 

— ciclizzazione, $ 1022 

— epossidasi, $ 1022 

— ossidociclasi, $ 1022 

— sintasi, $ 1021 

SR, vedi reticolo sarcoplasmatico 

SRNA, vedi tRNA 

5S RNA, $ 1337, $ 1372, Tab. 30.6, 
$ 1421-1422, Fig. 30.31, Tab. 30.7 

— codificazione dei geni, $ 1628, Fig 
33.27 

5.88 RNA, Tab. 30.7, $ 1626, Fig. 33.26 

16$ RNA, Tab. 30.6, $ 1422, Fig. 30.25, 
S 1425, Fig. 30.33, $ 1434, $1450 

185 RNA, Tab. 30.7, $ 1626 

SRP, recettore, $ 442 

SRP, vedi segnale, particella di riconosci 
mento 

SSB, vedi proteina che si lega al filamen- 
to singolo 

Stadtman, E., $ 1098 

Stahl, F., $ 1231, S 1476 

Stanley, W., $ 1545 

Staphplococcus, nucleasi, Fig. 5.18 

Stato di transizione, $ 488, Fig. 13.4 

— analoghi 

-—— inibizione da enzimi, $ 549 

—— nei composti chimici, $ 549 

—— per il lisozima, $ 564 

—— per il triosiofosfato isomerasi, $ 675 

—— per la fumarasi, $ 829-830 

—— per la glicogeno fosforilasi, $ 7 

—— per la glicogeno sintasi, $ 7360 

—— per la prolina racemasi, $ 549 

—— per la serina proteasi, $ 580 

— diagramma, Fig. 13.4, Fig. Da 

—— nell’idrolisi dell'ATP, Si 657 

— legami. S$ 347-549, $ 1406 

—— nella serina proteasi, $ 580 

— teoria, $ 487-493 


I numeri preceduti dal segno S 


— temperatura di transizione, $ 416 

— termodinamico, $ 490 

Stato standard, $ 81 

— in biochimica, $ 83 

— in chimica fisica, $ 83 

Stato stazionario, $ 495, Fig. 13.7, 
$ 653-654 

— nei sistemi viventi, $ 654 

— termodinamica, $ 653-654 

Steatorrea, $ 985 

Stein, W., S 180 

Steitz, J., $ 1368 

Steitz, T., S 668, S 1350, S 1486 

Stercobilina, $ 1091, Fig. 24.30 

Stereoisomeri, $ 109 

Steroidi, $ 408, S 1661 

— cardiotonici, $ 791 

— recettori, $ 1662 

1-steroil-2-arachidonoil-sn-glicerolo, $ 1813 

Sterolo, $ 408 

Stigmasterolo, $ 408 

Stiramento 

— catalisi da, $ 547 

— elettrostatico, $ 564 

— sterico, $ 564 

Stéffler, G., $ 1425 

Stokes 

— equazione, $ 164 

— raggio, $ 164 

Stomaco, Tab. 34.5, $ 1791 

Stomatite vescicolare, virus (VSV), $ 920 

— oligosaccaridi, Fig. 10.29 

Stomi, $ 978 

Strandberg, B., $ 1559 

Streptochinasi, S 1717 

Streptomicina, $ 1447, $ 1450 

Streptomyces gresius, proteasi A di, 
(SGPA), $ 573 

Stress, risposta allo, $ 753 Bi 

Stringente, meccanismo, i 

— controllo, $ 1359 

— fattore, $ 1360 

— risposta, $ 1359, $ 1360 

Stroma, $ 201, Fig. 22.1 

Strominger, J.. $ 1746 

Stroud, R., S 571 

Struttura, € 

— 0, $ 1478 

— a 8, $ 1529 

— B. S 228-229 

— biologiche, $ 23-24 

—— organizzazione, Fig. 1.13 

— primaria, $ 171, 

—— degli acidi ‘nucleici, $ 1224-12 

—— delle proteine, $ 172-191 

— quaternaria, $ 171 

— secondaria, $ 171, $ 217-230 

—— delle proteine, $ 171 

—— influenza della struttura terziaria, 


$ 295 
—_ sipramalessiadi. $ 23, $ 279 
— supersecondarie, $ 256 


— terziaria, $ 171 

Stuart, fattore, $ 1642, Tab. 34.1 
Stubbe, JA., $ 1175 

Stubbs, G., $ 1548 

Sturtevant, A.M., S 1109 
Substrato, i, $ 192, S$ 466-469 

— cicli, $ 704, $ 710, $ 1118 
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—— nel calabrone, $ 713 

— impatto fisiologico, $ 713 

— nel controllo del flusso, $ 710 

— nel muscolo alare del calabrone, $ 713 

— nell’ipertermia maligna, $ 713 

— suicidi, $ 1183 
variazione del flusso glicolitico, $ 712 

Subtilisina, Tab. 14.4, $ 57 

Subvirali, patogeni, $ 1594-1602, 
S 1595-1598 

Succinato, $ 64, $ 507, Fig. 19.1, $ 808, 
$ 825, S 990, Fig. 23.22 

— coenzima Q reduitasi, vedi Complesso 
I 

— deidrogenasi, $ 507, $ 808, $ 828, $ 864, 
$ 1463 

— FAD in, $ 828 

— inibizione da malonato, $ 809, $ 828 

— nella catena di trasporto degli elettro- 

$ 828 

— ossidazione legata al FAD, S 859 

— stereochimica, $ 828 

— tiochinasi, vedi succinil-CoA sintetasi 

N-succinil-2-ammino-6-cheto-L-pimelato, 
Fig. 24.45 

Succinil-CoA, $ 612, $ 808, Fig. 19.1, Fig. 
19.9, $ 1001, Fig. 23.14, $ 1073, $ 1085 

— biosintesi dell'eme, Fig. 24.26, Fig. 
24.29 

— sci ssione degli amminoacidi, $ 1068, 

S1 

_ Seta $ 808, $ 825 

—— legami ad alta energia, $ 825-826 

—— meccanismi, S 826 

—— sintesi del GTP, $ 825 

Succinilcolina, $ 1825 

N-succinil-L.L-e-diamminopimelato, Fig. 
24.45 

Succinil-diamminopimelato ammino tran- 
sferasi, Fig. 24.45 

Succinil-diamminopimelato desuccinilasi, 
Fig. 24.45 

Succinil fosfato, Fig. 19.9 

O-succinilomoserina, Fig. 24.45 

Sulfamidici, $ 1094 

Sulfanilamidi, $ 1094 

Sulfonamide, $ 1014, $ 1155 

Sumner, J., $ 118, $ 465 

Sundaralingam, M., $ 1244 

Superavvolgimento del DNA 

— agenti intercalanti, $ 1269 

— misurazione, $ 1268-1271 

— toroidali o intrecciati, S$ 1266, 
S 1264-1274, $ 1325 

Supereliche 

— densità, $ 1270 

— topologia, $ 1265-1267 

Superossido 

— dismutasi, $ 1178 

— ione, $ 1178 

Surtattanti, S 67 

Surrenali, ghiandole, $ 1785 

— corteccia, $ 1797 

— corticale, zona, $ 1795 

— midollare, zona, $ 1795-1796 

Sutherland, E., $ 749 

Sutton, W., $ 1207 

SV40, $ 1270, Fig. 32.1 

— attivatori, $ 1366 


$ indicano i paragrafi del testo e non le pagine 
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— mappa di restrizione, Fig. 28.49 
— minicromosomi, Fig. 33.43 
— ori. $ 1510 
— replicazione del DNA, $ 1510 
Svedberg, T., $ 161 
— unità (S), $ 163 
Sviluppo, $ 21 
— basi molecolari, $ 1677-1685 
— embrionale, Fig. 1.12, $ 1674-1676 
— in Drosophila melanogaster, 

$ 1678-1683 
— segnali di, $ 1675 
Switch \, $ 1579-1585 
— regione di, $ 1741, Fig. 34.42 
— sensibilità, $ 1585, Fig. 32.41 
Synge, R., $ 133 
Szent Gvòrgyi, Albert, $ 809 
Szent Gvòrgyi, Andrew, $ 1759 


T 


T, cellule, $ 1719, $ 1720 

— citotossiche 

— di memoria, $ 1722 

— helper, S 1720 

— linfociti, vedi T, cellule 

— recettore delle cellule, $ 1720, $ 1742 

— soppressorie, $ 1720 

T,, vedi tirosina 

T,, cellule della glicoproteina, Fig. 34.33 

Ty, vedi triodotironina 

Tg, cellule della glicoproteina, Fig. 34.33 

t-PA, vedi attivatore tissutale del ‘plasmi- 
nogeno 

Tabun, $ 1825 

Tagamet, $ 795 

Tagatosio, Fig. 10.2 

v-tagatosio-1, 6-bisfosfato, 8673 

Taglio chimico, metodo della sequenza del 
DNA, $ 1282-1285, $ 1290 

Talassemia, $ 196, S 215, S 341, 
$ 1646-1648 

— a-, $ 1647 

— 8-. $ 215, $ 16 

— carattere a, $ 

— 68. $ 1648 

— distribuzione, $ 196 

— idrope fetale, $ 1647 

— maggiore, $ 215, $ 1646 

— malattia dell'emoglobina H. $ 1647 

— minore, $ 215, $ 1646 

— portatore silente, $ 1647 

— stato di portatore silente, $ 1647 

Talmadge, D., $ 1721 

Talosio, Fig. 10.1 

Tampone, $ 55, $ 61-63 

— acido-base, $ 

— capacità, $ 67 

Tarui, malattia di, $ 762 

Tassonomia, $ 9 

— confronti tra le sequenze proteiche, 
$ 200-201 

TATA Box, $ 1335, $ 1657 

TATA, proteina legante, S. 1657 

Tatum, E., $ 617, $ 1211, S 1215 

Taurina, $1030 

Tautomerizzazione cheto-enolica, catali- 
si, Fig. 14.1 


I numeri preceduti dal segno S$ indicano i paragrafi del testo e non le pagine 


Tay-Sachs, malattia di, $ 407, $ 1049, Tab. 
23.2 

Taylor, E., $ 1766 

TCA (ciclo dell’acido tricarbossilico), ve- 
di acido citrico, ciclo 

Tecnologia del DNA ricombinante, vedi 
clonaggio molecolare 

Telomerasi, $ 1511 

Telomeri, $ 1511 

TEMED, vedi N, N, N’, N-tetrametiletile- 
nediammina 

Temin, H., $ 1512 

Temperatura 

— denaturazione, $ 78 

— Kelvin, scala, Tab. 3.1 

Tempo di dimezzamento, $ 485 

— 14C, $ 485 

— 32P, S 485 

— degli isotopi radioattivi, $ 621 

Teofillina, $ 1814 

Ter-butilossicarbonile (BOC), $ 208 

TerC locus, $ 1503 

N-terminale, $ 98 

— identificazione, $ 175 

Terminasi, $ 1568 

Terminazione della catena, metodo di, del 
DNA, sequenziazione, $ 1286-1290 

— automazione, $ 1288 

Termodinamica, $ 68-85 

— classica, $ 652 

— dei composti contenenti fosfato, 
$ 625-644 

— dei sistemi all'equilibrio, $ 652 

— dei sistemi non all’equilibrio, $ 652 

— della gluconeogenesi, $ 908, Fig. 21.7 

— della pompa protonica, $ 876 

— della vita, $ 651-65 

— di trasporto, $ 768-769 

—— degli elettroni, $ 855 

— forza, $ 653 

— irreversibile, $ 652 

— prima legge, $ 69-71 

— seconda legge, $ 73-75 

— unità, Tab. 3.1 

—— e costanti, Tab. 3.1 

Termogenesi non da brividi, $ 886, $ 887 

— controllo, $ 886 

Termogenina, $ 886 

Termolisina, Tab. 6.2 

Terreno di coltura, $ 624 

Tessuto, i 

— adiposo, $ 404, $ 1128-1129 

—— bruno, $ 886 

—— metabolismo, $ 1129 

— coltura, $ 624, $ 1649 N 

— connettivo, $ 237 

— fettine, $ 624 

— linfoidi, $ 1719 

Testcross, $ 1222 

Testicoli, $ 1798 

— fattore di determinazione dei (TDF), 
$ 1798, $ 1799 

Testosterone, Fig. 23.51 

Tetraciclina, Fig. 28.60, $ 1301, $ 1452, 
Tab. 30.9 

12-O-tetradecanoilforbolo-13-acetato, 
S 1814 

5,6,7,8-tetraidrobiopterina, Fig. 24.21, 
$ 1080 


Tetraidrofolato, vedi THF 

Tetraidrofurano-2 carbossilato, $ 549 

N, N, N°, N-tetrametiletilenediammina 
(TEMED), Fig. 5.21 

Tetrametil-p-fenilendiammina (TMPD), 
S 858 

2, 3, 4, 6-O-tetrametil-a-pglucosio, $ 535 

Tetranitrometano, Tab. 6.3 

Tetranucleotide, ipotesi del $ 1218 

Tetrazolo, $ 1294, Fig. 28.59 

Tetrodotossina, $ 1819 

Tetrosio, $ 365 

TFIIIA, $ 1663 

TFHIB, $ 1663 

TFNIC, $ 1663 

Ty, cellule, vedi cellule T helper 

THF (tetraidrofolato), $ 506, $ 1094 

— cofattori, S$ 1094 

Thr, operone, Tab. 29.1 

Tiamina, Tab.12.2, $ 697 

— pirofosfato, vedi TPP 

Tiazolinonico, derivato, $ 175 

Tiglil-CoA, Fig. 24.15 

Tilacoidi, $ 20, S 939, $ 962 

— dislocazione dei componenti, Fig. 
22.21, $ 962 

— micrografie elettroniche, Fig. 22.22 

TIM, vedi triosio fosfato isomerasi 

Timidilato, vedi TMP 

— sintasi, S 1114, S 1182 

—— meccanismo, $ 1182 

—— struttura ai raggi X, Fig. 26.16 

Timidina monofosfato, vedi TMP 

Timina, S 1144, $ 1181-1185, Fig. 26.26, 
Fig. 30.2 

— biosintesi, $ 1182-1185 

— differenziazione fisiologica dell’uraci- 
le, $ 1519 

— dimeri, Fig. 31.28, $ 1514 

— origine, $ 1181-1185 

Timo, $ 1723 

Tiochinasi, $ 988 

Tiochinasi, vedi acil-CoA sintetasi 

Tioemiacetale, $ 679 

Tioestere Li $ 17 
— del complemento C4, Fig. di 37, $ 1753 

— del complemento C5, Fig. 34. ani $ 1753 

Tiogalattoside iransacelilagi, $ 1312 

Tiolasi, $ $ 990, S 1005, Fig. 23.50, $ 9 
$ 1005 

— nei perossisomi, $ 1003 

Tioredossina, Fig. 22.27, $ 1177 

— struttura ai raggi X, Fig. 26.13 

4-tiouridina (s*U), Fig. 30.13 

Tireoglobulina, $ 1792 

Tireotropina (TSH), $ 1802 

— fattore di rilascio (TRF), S 1802 

Tiroide, Tab. 34.5 

Tirosil adenilato, Fig. 30.18 

Tirosilb-tRNA, $ 1406 

— meccanismo, $ 1406 

— sintetasi, $ 1406 

— struttura ai raggi X, Fig. 30.17, Fig. 
30.18 

Tirosina, Tab. 4.1, $ 94, $ 1079, $ 1092, 
S 1104 

— amminotransferasi, Tab. 30.10 

— biosintesi, S 1096, $ 1104, Fig. 24.48 

— degradazione, Fig. 15.13, $ 1079-1082 
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